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RESUMO

SPIROPULQS, E. C. G. Estudos estruturais e funcionais de uma lipase de Beauveria bassiana
imobilizada e expressa em Aspergillus nidulans: sensibilidade de linhagens celulares de
glioblastoma aos hidrolisados de dleos brasileiros. Dissertagdo (Mestrado em Bioquimica) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto; 2018.

Esse trabalho teve como objetivo a obtencdo e caracterizagdo de uma cepa transformante de
Aspergilus nidulans para producdo de uma lipase de Beauveria bassiana (denominada Bbll)
por meio do vetor pExpyr, utilizando xarope de milho como fonte de carbono indutora. Para
isso utilizou-se o0 gene sob referéncia XP_008602131.1 (denominado bbl1l) do NCBI que foi
introduzido em vetores de pGEM-T, para multiplicacdo, e no pExpyr, para expressdo. Foi feita
a modelagem molecular dessa enzima, revelando cavidades hidrofébicas para interagdo com
substrato, e a “tampa”, considerada caracteristica comum das lipases “verdadeiras”. A producao
de Bbll em cultivos contendo maltose foi aproximadamente o dobro em relacdo a cepa
selvagem B. bassiana. Posteriormente, com o intuito de melhorar a producdo e baratear os
custos de fermentacgéo desta cepa, a maltose e o tampao HEPES (insumos caros e utilizados em
escala laboratorial, porem inviaveis em padrdo industrial) foram substituidos respectivamente
por xarope de milho e tampéo fosfato de sddio; o resultado foi a obtengdo de quase 40 U.mL™*
de atividade de lipases em Erlenmeyer de 125 mL, quadruplicando a producéo em relacéo a
cepa selvagem. A Bbl1 foi purificada em colunas de Octyl-Sepharose e DEAE-celulose. Essa
enzima demonstrou-se estavel em solugdo com 0,5% de tween-20 e tween-80, e hiper-ativada
na presenca destes dois detergentes e de Triton X-100. Além disso, os acidos oleico e linoleico
demonstraram-se como inibidores analogos a ndo-competitivos. O estudo de imobilizacao
revelou que o suporte de Octyl-Sepharose € 0 mais ideal para ativacdo de Bbll, sendo que a
atividade relativa da mesma foi cerca de 123%, em relacdo a mesma enzima em solucéo aquosa.
Quanto a estabilidade térmica e ao pH, a imobilizacdo promoveu um ganho de estabilidade nas
temperaturas de 30°C até 60°C nos derivados de Octyl, Phenyl, Butyl, DEAE-celulose,
MANAE e PEI, e na faixa de pH de 3 até 9 nesses mesmos suportes estudados, em comparagéo
a enzima em solucdo. Por meio de estudos cinéticos, observou-se que a velocidade maxima de
Bbl1 imobilizada em Octyl foi 2,39 vezes maior e o respectivo valor de Kos, 2,7 vezes menor
em relacdo a Bbl1 livre. O padréo de inibicdo pelos acidos oleico e linoleico sofreu alteracéo
em Bbll imobilizada, sendo dependente da concentracdo destes inibidores. Os produtos
hidrolise dos 6leos de acai e buriti foram fracionados em fases polares e apolares e aplicados
em culturas de monocamada de linhagens celulares de glioblastoma LN-18. Observou-se 0s
produtos de hidrolise do 6leo de buriti provocaram reducdo na viabilidade respiratorio das
células de glioblastoma até 120 horas de exposicdo, enquanto que nos cultivos de células de
fibroblasto observou-se um “ganho” de viabilidade neste mesmo periodo de cultivo. Por fim,
esse trabalho permitiu a gratificacdo em obter uma cepa de A. nidulans transformante para
expressao de lipase — uma enzima comercialmente onerosa e com poucos trabalhos envolvendo
sua producdo de forma heterdloga. Além disso, tornou-se a utilizacdo destas enzimas na
hidrolise de Oleos brasileiros como um potencial agente a obtencdo de insumos para o
tratamento de glioblastoma.

Palavras-chave: lipase, pExpyr, expressdo heteréloga, caracterizagdo enzimatica, hidrolise,
glioblastoma



ABSTRACT

SPIROPULOQS, E. C. G. Structural and functional studies of a Beauveria bassiana lipase
immobilized and expressed in Aspergillus nidulans: sensitivity of glioblastoma cell lines to
hydrolysates of brazilian oils. Dissertation (Master degree in Biochemistry) — Medical school
of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto; 2018.

The objective of this work was to obtain and characterize a transforming strain of Aspergilus
nidulans to produce a Beauveria bassiana lipase (called Bbl1) using the pExpyr vector, having
corn syrup as inducing carbon source. For this purpose, the NCBI reference gene
XP_008602131.1 (designated bbl1) was used, which was introduced into pPGEM-T vectors for
storage, and pExpyr for expression. The molecular modeling of this enzyme was performed,
revealing hydrophobic cavities for the interaction with substrate, and the "lid", considered a
common characteristic of "true™ lipases. Production of Bbl1 in cultures containing maltose was
approximately double that of B. bassiana wild strain. Later, in order to improve the production
and to reduce the costs of fermentation of this strain, maltose and HEPES buffer (expensive and
laboratory-grade inputs, however, not viable in an industrial standard) were replaced by corn
syrup and sodium phosphate buffer; the result was the obtaining of almost 40 U.mL ™ of lipase
activity in Erlenmeyer of 125 mL, quadrupling the production in relation to the wild strain.
Bbl1 was purified on Octyl-Sepharose and DEAE-cellulose columns. This enzyme showed to
be stable in solution with 0.5% tween-20 and tween-80, and hyperactivated in the presence of
these two detergents and Triton X-100. In addition, oleic and linoleic acids have shown to be
non-competitive analogues. The immobilization study revealed that Octyl-Sepharose support is
the most ideal for the activation of Bbl1, and the relative enzymatic activity was about 123% in
relation to the same non-immobilized enzyme. As for thermal stability and pH, immobilization
promoted a stability gain at temperatures of 30 ° C to 60 ° C in the Octyl, Phenyl, Butyl, DEAE-
cellulose, MANAE and PEI derivatives, and in the pH range of 3 up to 9 in these same supports,
compared to the enzyme in solution. By means of kinetic studies, it was observed that the
maximum rate of Bbl1 immobilized on Octyl was 2.39 higher and the respective value of Ko,
2.7 lower than the free Bbll. The inhibition pattern for oleic and linoleic acids was altered in
immobilized Bbl1, being dependent on the concentration of these inhibitors. The hydrolysis
products of acai and buriti oils were fractionated in polar and nonpolar phases and applied to
monolayer cultures of LN-18 glioblastoma cell lines. It was observed that the buriti oil
hydrolysis products were able to cause a reduction in the respiratory viability of glioblastoma
cells up to 120 hours of exposure, whereas in the fibroblast cell cultures a viability "gain™ was
observed in the same culture period. Finally, this work allowed the gratification in obtaining a
strain of transforming A. nidulans for lipase expression - a commercially expensive enzyme
with few studies involving its production in a heterologous way. In addition, the use of these
enzymes in the hydrolysis of Brazilian oils has become a potential agent to obtain inputs for the
treatment of glioblastoma.

Keywords: lipase, pExpyr, heterologous expression, enzymatic characterization, hydrolysis,
glioblastoma
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C4 - 0,15 miligramas de hidrolisado por
mililitro de meio de cultivo

C5 - 0,20 miligramas de hidrolisado por
mililitro de meio de cultivo

CaCl, — Cloreto de Calcio

Clso — Concentracdo de inibidor para 50%
de velocidade maxima

CNBr — Brometo de Cianogénio
CoCl — Cloreto de Cobalto

CTAB (ou CTBA) — cetyl
trimethylammonium bromide

CuSOq — Sulfato de cobre 11
DEAE — Dietilaminoetil

DH5a — Células de Escherichia coli
eletrocompetentes

DMSO — Dimetil sulfoxido

DNA — deoxyribonucleic acid
DNS — Acido 3,5-dinitrosalicilico
dNTP — Nucleosideo trifosfato
DSPS — solugdo KClI-acido citrico
E. — Energia de ativacao

Ea) — Energia de desnaturagéo

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay

FeSOs — Sulfato ferroso
g (em italico) — Forca Gravitacional
g — Grama

9.9 — Grama de biomassa por grama de
acucar consumido

g.g1.h"t — Grama de agticar consumido por
grama de biomassa por hora de cultivo

h —Hora

h™ — Por hora de cultivo
H3BO3 — Acido Borico
H3sPO, — Acido Fosforico



HCI — Acido Cloridrico

HEPES — &cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazin etanol sulfénico

His (ou H) — Histidina

Ko, — Termo generalista para concentragao
de substrato equivalente a 50% de
velocidade méaxima

Kcat — NUmero de turnover (ou catalitica)
KCI - Cloreto de potéssio

kDa — kilo Dalton

Kdesn — Constante de desnaturacéo
KH,PO4 — Fosfato monobasico de potassio
kpb — mil pares de base

L — Litro

lag — Fase lag de crescimento microbiano
LB — Meio Luria-Bertani

LB+Amp — Meio LB com ampicilina

Lis — Lisina

LN-18 — Linhagem celular de glioblastoma
multiforme

log — Fase log de crescimento microbiano
M — Molar
malt — Meio minimo com 5% de maltose

malt+HEPES — Meio minimo com 5% de
maltose e 100 mM de HEPES

malt+PO — Meio minimo com 5% de
maltose e 100 mM de tampéo fosfato de
sodio

MgCl — Cloreto de Magnésio

MgSO, — Sulfato de Magnésio

min — Minuto

mL — Mililitro

mM — Milimolar

MMWC - Mililitros de agua

MnCl — Cloreto de Manganés

Mw — Molecular weight
n — NUmero amostral

Na,EDTA — 4cido etilenodiamino tetra-
acético dissoédico

Na2MoOs— Molibdato de Sodio
NaCl — Cloreto de Sodio
NaNOs — Nitrato de sodio
NaOH — Hidroxido de sodio

NCBI — National Center for Biotechnology
Information

ng — Nanograma

nm — Nanbmetro

PCR — Polimerase Chain Reaction
PEG — polietilenoglicol

PEI — Polietilenoimina

PEXpyr — Vetor de expressao

pExpyr+bbll — vetor pExpyr ligado ao
gene bbll

pPGEM-T — Vetor de clonagem

pGEM-T+bbl1 — vetor pPGEM-T ligado ao
gene bbll

pH — potencial hidrogenidnico

pl — Ponto isoelétrico

pKa — Constante de ionizacdo acida
PNPP — 4-nitrofenil-palmitato

PVP-40 — polyvinylpyrrolidone 40 kDa

pyrG89 — gene de Aspegillus nidulans que
codifica uma orotidina 5’-fosfato
descarboxilase

pyroA4 — gene de A. nidulans envolvido
com a biossintese de piridoxina

Oebir — Taxa especifica de producéo de
atividade enzimatica por unidade de
biomassa por hora de cultivo



gs — Taxa especifica de consumo de agucar
por unidade de biomassa por hora de
cultivo

rpm — Rotacgdo por minuto

SDS — Dodecil sulfato de sédio
Ser (ou S) — Serina

STC - solucédo Sorbitol-Tris-CaCl,
T - Temperatura

tso — Tempo para 50% de um determinado
parametro

TAE — (Tris-acetato-EDTA)
TEMED - Tetrametiletilenediamino
Tm — Temperatura de anelamento
TMZ — Telozolomida

U — unidade de atividade enzimética

U.g? — Unidades de atividade enzimatica
por grama de agucar consumido ou
Unidade de atividade enzimatica por grama
de derivado

U.g*.h?— Unidades de atividade
enzimatica produzidas por grama de agucar
consumido por hora de cultivo

U.mg™? — Unidades de atividade enzimatica
por miligrama de proteina

U.mL™? — Unidades de atividade enziméatica
por mililitro de solucéo

V — Volts
v — Volume

v.v.m. — Volume de ar por volume de
liquido por minuto

Vmax— Velocidade maxima

WA3 — gene de A. nidulans envolvido com
pigmentacdo

WT — wild-type

xaro+PO — Meio minimo com 5% de
xarope de milho e 100 mM de tampao
fosfato de sédio

xaro+PO+agi — Meio minimo com 5% de
xarope de milho e 100 mM de tampao
fosfato de sddio sob agitacdo de 150 rpm

X-Gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-4-D-
galactopyranoside

XTT — Sal tetrazolium

Ygyeoir — Sintese de unidades enzimaticas
por consumo de agucar

Ysx— Sintese de biomassa por consumo de
acucar

YT — Meio Triptona e extrato de levedura
ZnSO4 — Sulfato de Zinco

a — alpha

B - beta

GYT — Meio YT com 10% glicerol

IPTG - isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside
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1. Introducéo
1.1. Comércio e propriedades gerais de lipases

Lipase é 0 nome comum para um grupo de enzimas pertencentes a classe de hidrolases
(EC 3.1) que catalisa a hidrdlise de ligacGes éster (EC 3.1.1). Sdo também definidas como
carboxilesterases (hidrolases de éster carboxilicos) incluindo esterases (EC 3.1.1.1) e lipases
“verdadeiras” (EC 3.1.1.3) que sao amplamente distribuidas na natureza. Alguns autores
consideram como enzimas lipoliticas outras hidrolases que catalisam acilglicerideos, tal como
as cutinases (EC 3.1.1.74) que hidrolisam as ligacdes éster da cutina, um polimero vegetal, e as
fosfolipases A e B (FOJAN et al., 2000; SARMAH et al., 2018).

Estas enzimas sdo extremamente versateis e altamente eficientes. Elas desempenham
um importante papel fisiologico convertendo triacilglicerideos em moléculas mais polares,
como diacilglicerol, monoacilglicerol, acidos graxos livres e glicerol, na presenca de dgua. Séo
valorizadas comercialmente porque agem em moderadas, sendo estaveis a solventes organicos,
apresentam ampla especificidade em diferentes substratos e geralmente demonstram regio- e
estereoseletividade em catalise (JAVED et al., 2018).

Em geral, as lipases ndo requerem cofatores, agem em uma ampla gama de pH e séo
estaveis em altas temperaturas (VILLENEUVE et al., 2000; HASAN et al., 2006; SINGH;
MUKHOPADHYAY, 2012; SARMAH et al., 2018). Estas enzimas podem ser produzidas por
muitos micro-organismos e demais eucariotos. A biodiversidade de lipases descrita pertence a
bactérias (45%), fungos (21%), animais (18%), plantas (11%) e Algas (3%) (SARMAH et al.,
2018). Lipases de micro-organismos sdo preferidas aos de fonte animal e vegetal porque séo
produzidas em menor tempo, as condi¢es necessarias de crescimento dos micro-organismos
sdo mais facilmente controladas e menos custosas; além de possibilitarem a manipulacdo
genética para expressdo de enzimas com maior eficiéncia catalitica. Por conseguinte, sdo mais
viaveis do ponto de vista econdmico e industrial (SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). Varios
géneros de micro-organismos podem ser usados para produzir lipases, como fungos dos géneros
Trichosporon, Botrytis, Pichia, Fusarium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Penicillium,
Geotrichum, Tulopis e Candida; e bactérias dos géneros Streptomyces, Chromobacterium,
Pseudomonas, Bacillus, Enterococcus e Staphylococcus (FABER, 2004; SARMAH et al.,
2018).

Uma série de propriedades pode ser enunciada que agrega valor ao uso de lipases e micro-

organismos no comércio e na pesquisa:
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e Grandes quantidades de lipases podem ser purificadas gragas as tecnologias de
recombinantes, facilitando a producdo em massa deste insumo;

e S&0 enzimas que atuam em uma faixa extensa de temperatura (10 a 90°C) e pH, o que
elimina a necessidade de gastos de energia e adigdo de reagentes no meio reacional;

e Geralmente sdo produzidas por micro-organismos termofilicos e, assim, muitas lipases
sdo estaveis a altas temperaturas;

e Lipases permanecem ativas em solventes organicos;

e A imobilizagdo de lipases garante reutilizagdo do derivado inimeras vezes;

e As reacOes catalisadas por lipases apresentam maior custo-beneficio em comparagédo
aquelas realizadas por métodos quimicos tradicionais;

e S&0 enzimas que catalisam diferentes tipos de reacdes, produzindo uma variedade de
produtos. Isso possibilita 0 uso desta classe de enzimas nas areas de cosmetica,

farmacéutica, médica, engenharia e na producdo de combustiveis.

Um dos micro-organismos produtores de lipases é Beauveria bassiana. Esse fungo é
conhecido pela propriedade entomopatologica, sendo capaz de sintetizar pigmentos néo-
peptidicos e policetideos os quais atuam no controle de pragas e insetos transmissores de
doencas (FANCELLI et al., 2013). A acdo parasitaria deste micro-organismo também decorre
da secrecdo de proteases, quitinases e, especialmente, lipases; enzimas que atuam diretamente
sobre o0 exoesqueleto e nas reservas gordurosas dos hospedeiros (PEKRUL; GRULA, 1979).
Do ponto de vista biotecnoldgico, esse micro-organismo mostrou-se eficiente a obtencdo de
lipases em escala laboratorial, as quais apresentam elevada atividade catalitica, potencial em
converter residuos industriais em matrizes energéticas (como biodiesel) e possibilitar a
obtencdo de acidos graxos essenciais a alimentacdo (VICI et al., 2015). Todavia, a producéo
dessa classe de enzima depende de condicdes especificas, usufruindo de fontes de carbono
oleaginosas e prolongado tempo de cultivo submerso. Tais obstaculos, dificultam a utilizacéo
desse micro-organismo em escala industrial, resultando em elevados custos na manutencédo dos
cultivos.

Em decorréncia as dificuldades da producéo de lipases por B. bassiana, em escala
industrial, a expressdo heterdloga emerge como uma alternativa, possibilitando a producéo
dessas enzimas por meio de micro-organismos modelos, cujas propriedades fisiologicas e

genéticas sdo conhecidas.
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1.2. Propriedades bioquimicas das lipases

1.2.1. Classificacao das lipases

As lipases “verdadeiras” preferem substratos altamente hidrofébicos que tendem a
formar agregados em agua, como Gleos e gorduras. Esses substratos contém triacilglicerideos
com extensas cadeias alifaticas (=10 atomos de carbono) (FOJAN et al, 2000;
BORNSCHEUER, 2002; GIRALDO et al.,, 2007). Por esta razdo, a atividade das lipases
“verdadeiras” esta diretamente correlacionada com a area de substrato e ndo com a
concentracdo de substrato (CERNIA et al., 2002; LASZLO et al., 2007). Por outro lado, as
esterases tém capacidade de hidrolisar substratos de menor cadeia de carbénica (< 10 atomos
de carbono). Desse modo, a atividade de esterases € restrita as ligacdes éster de substratos mais
soluveis em agua (FOJAN et al., 2000).

Lipases tém niveis consideraveis de atividade e estabilidade em sistemas ndo-aquosos,
diferentemente de muitas outras enzimas. A catalise promovida por essas enzimas ocorre em
uma interface lipidio-agua, onde o substrato geralmente forma um equilibrio entre os estados
de mondmeros livres, micelas e agregados emulsificados. Esse fendmeno pertencente as lipases
é conhecido como ativacdo interfacial.

A ativacao interfacial foi descrita por HOLWERDA et al. (1936), e SCHONHEYDER
e VOLQVARTZ (1945). Através da atividade de lipase pancreatica sobre o substrato
trieptanoina, os autores observaram que a hidrolise foi aumentada quando a concentracdo deste
substrato excedeu a sua concentracdo micelar critica (CMC). SARDA e DESNUELLE (1958)
observaram que esterases eram ativas apenas em substratos dispersos em solucéo, enquanto que
as lipases “verdadeiras” mostravam maior atividade em substratos formando agregados. Assim,
foi proposto que o fenbmeno da ativacao interfacial seria uma caracteristica deste Gltimo grupo
de lipases que poderia distingui-lo das esterases. No entanto, nem todas as lipases tém a ativacao
interfacial, assim, a classificacdo baseada na especificidade pelo comprimento da cadeia de
carbono é mais utilizada. A tabela 1 resume as diferencas comumente abordadas para
diferenciar as lipases “verdadeiras” de esterases. Ao longo do escopo do presente trabalho o
termo lipases “verdadeiras” serd reduzido a apenas lipases para facilitar a dissertacdo que se

segue.
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Tabela 1 - Diferencas entre esterases e lipases. Informagdes com base em algumas caracteristicas quimicas da
enzima ou do substrato.

Caracteristica Esterase Lipase

Triglicerideos cujas
cadeias alifaticas contém
mais de 10 atomos de

Triglicerideos cujas cadeias
Substratos preferenciais alifaticas contém menos de
10 &tomos de carbonos

carbono
Solubilidade do substrato em agua Alta Muito baixa
nti resi .
Qu? t Eja_de de_ & df“’.s de Baixa Alta
aminoacidos hidrofébicos
Ativacdo interfacial Né&o Sim
Presen¢a de uma “tampa” Né&o Presente na maioria
Enantiosseletividade Variavel Geralmente alta
Estabilidade organica do solvente Geralmente baixa Alta

Fonte: Adaptado de PEREZ et al. (2018)*

1.2.2. Tipos de reacgdes catalisadas por lipases

A reacdo de hidrolise catalisada por lipases € reversivel. Entretanto, uma caracteristica
das lipases é que na baixa presenca de agua, e frequentemente em solventes organicos, elas séo
catalisadores eficazes na sintese de ésteres, por esterificacdo. Estes processos basicos de
hidrolise e esterificacdo podem ser combinados em um padréo sequencial para dar origem a um
grupo de reacdes de transesterificacdo. Dependendo do substrato inicial, a reacdo é chamada
aciddlise (quando o grupo acil é deslocado entre um éster e um acido carboxilico), alcodlise
(entre um éster e um alcool) ou interesterificacdo (entre dois ésteres) sem qualquer formacéo

ou consumo de agua (Figura 1).

1 Capitulo de livro no prelo.: PEREZ, M. M.; SPIROPULOS, E. C. G.; VICI, A. C.; SALGADO, J. C. S;
POLIZELI. Fungal Lipases — Versatile Tools for White Biotechnology. In: YADAV, A. N.; MISHRA, S.; SINGH,
S.; GUPTA, A. Recent Advancement in White Biotechnology through Fungi. Springer, 2018.
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Hidrélise e esterificagao

o] ) o
Enzima
Ry + HO - = R, + Ry—_
O—R; OH OH
Transesterificagio
Aciddlise
o = _ o] s
ENZIma
R1_{ + Ra—é - RS_{ + Fh—(
0—R, OH 0—R, OH
Alcodlise
O 0
R1 { * RS o Enzima'__ R, < + R2 on
0—R, O0—Ry
Interesterificagao
o o o o
enzima
R|—< + R3—( = R'I‘{ + Ra_<
O—R; O—R; O—R, O—R;
Amindlise
o] Q
enzima R
R1_< + Ra—NHz B - R, * 2_\DH
0—R; NH-R5

Figura 1 - ReacGes catalisadas por lipase. Tipo de reacao depende dos grupos quimicos dos substratos utilizados.
Fonte: Adaptado de PEREZ et al. (2018).

1.2.3. Estrutura conformacional e mecanismo catalitico de lipases

Estudos sobre a estrutura tridimensional da lipase mostraram que este grupo de enzimas
contém um motivo de o/ hidrolase, o qual ¢ compartilhado com muitas esterases e peptidases.
Este motivo consiste em oito folhas B rodeadas por seis hélices a (Figura 2), embora tenha sido

relatado que a lipase de Bacillus subtilis ndo possua as cadeias 1 ¢ 2.

s
B2
B \; 6 B5 P51

Q O
His Asp/Glu Co Ser

O . O\
&

Figura 2 - Estrutura do motivo o/f hidrolase em lipase. Os residuos de amino4cidos que constituem a triade
catalitica estdo representados em amarelo. Fonte: PEREZ et al. (2018).
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Lipases contém um pentapeptideo Gly-X-Ser-X-Gly, em que X pode ser qualquer
residuo de aminoacido e o residuo de Ser forma um giro y-like entre B5 e a seguinte hélice a
(MALA; TAKEUCHI, 2008). No entanto, AKOH et. al (2004) descreveram uma subclasse de
lipases que possuem uma sequéncia distinta do Gly-X-Ser-X-Gly denominado Gly-Asp-Ser-
Leu. A Serina descrita anteriormente € parte da triade catalitica juntamente com os residuos de
His e Asp / Glu (BRADY et al., 1990; JAEGER et al., 1999).

Estudos tridimensionais mostraram a existéncia de regides de interacdo hidrofébicas
proximas a triade catalitica, que, as vezes, sdo referidas como um “tinel”, conectando a triade
catalitica ao nicleo da lipase (CYGLER et al., 1994; NORIN et al., 1994; PLEISS et al., 1998;
HOLMQUIST, 1998). A forma e as dimensdes desse "tunel" podem estar associadas a
regiosseletividade e a enantiosseletividade da lipase (SCHMITT et al., 2002), explicando
porque algumas lipases séo capazes de hidrolisar uma, duas ou todas as cadeias acil; e pelo fato
da hidrolise ser seletiva para cadeias saturadas ou insaturadas em um triglicerideo. Por exemplo,
o “timel” da lipase B de Candida antarctica ¢ descrita como um funil eliptico de 9,5 x 4,5 A.
No fundo deste funil ha uma zona hidrofilica formada pelos residuos cataliticos Serina e
Aspartato. Ao longo desta regido de interacdo hidrofobica a maioria dos residuos de
aminodcidos sdo hidrofébicos, constituidos por residuos de valina, leucina e isoleucina.
Moleculas de agua sdo necessarias para hidrolisar o complexo enzimatico acil; entretanto, a
existéncia de uma superficie hidrofobica limitaria o acesso ao sitio ativo. Desse modo, assume-
se que tais moléculas de agua estdo aderidas a zona hidrofilica presente no tunel, descrita
anteriormente. Estudos recentes estdo fornecendo ferramentas para modificar esse tunel,
aumentando a sintese de grupos especificos com valor biotecnolégico (LAGUERRE et al.,
2017; SILVEIRA et al., 2017).

Para explicar como a triade catalitica funciona na presenca de um substrato, as etapas
de hidrélise no triacilglicerol serdo esquematizadas a seguir (Figura 3). Todavia deve-se
enfatizar que a esterificacdo e a transesterificacdo ocorrem no mesmo esquema alterando a
ordem explicada ou os substratos representados. A reacdo comeca com um ataque nucleofilico
da hidroxila do residuo de Ser sobre a carbonila do grupo éster do lipideo. Forma-se um
intermediario tetraédrico cujo -O é estabilizado por dois grupos -NH do anel de His. Isto
promove a protonacdo do anel imidazol, que € estabilizado pelas cargas negativas do residuo
Asp / Glu. Em um dado momento, o hidrogénio do anel de His é doado para -O, que estava
estabilizando a estrutura, resultando em um diacilglicerol livre. A cadeia de acido graxo
permanece covalentemente ligada a enzima por meio do residuo de Ser e é estabilizada por

ligagdo de hidrogénio com o residuo Asp; este complexo é chamado de acil-enzima (JAEGER
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et al.,, 1999; BORNSCHEUER, 2002). Uma molécula de &gua é ativada pelo anel His,
promovendo um ataque nucleofilico do ion hidroxila sobre o &omo do carbono da carbonila do
complexo acil-enzima. Um segundo complexo tetraédrico é formado, mas desta vez o anel His
doa um hidrogénio (anteriormente fornecido pela 4gua) para -O de Ser, que desestabiliza a
ligacdo covalente com a cadeia do &cido graxo, liberando-o e recuperando o estado inicial da
enzima (JAEGER et al., 1999; BORNSCHEUER, 2002).

Mecanismo catalitico de lipases
(1) (2)

3
~
o Ry A TOR,
R ™= H=0
B H—O
Asp Oeepion” S Ser o ———He r~.| <R
His . ___H's "
O intermediario tetraedrico
R“J.l“‘-'_l R ilaca
1 ﬂl Acilagao M Ry~OH
4 o (3)
‘J_[ R—OH (O Q
o y/
Ry "O—R o B Ser
. . -0 _ oSNy O
OneaH=N \ Asp O=H p& N v/

D eacilagao

His

complexo acil-enzima

ROH = H,0 quando a reagao & hidrolise
ROH = outro aceptor quando a reagao e transestenficagao

Figura 3 - Mecanismo de catalise lipase. (1) Sitio ativo da lipase. (2) Ligacdo do lipideo & enzima e ativacdo do
residuo de serina nucleofilico com formacéo do intermediério tetraédrico e estabilizacéo de O- pela interacdo com
dois grupos -NH. (3) O complexo acil-enzima é formado e, em seguida, sofre ataque nucleofilico por uma molécula
de &gua (hidrdlise) ou outro aceptor (transesterificacdo). (4) A liberagéo do produto e o local catalitico € restaurado.
Fonte: PEREZ et al. (2018).

Como ja mencionado, um aspecto particular de bioquimica de lipases, que a difere de
esterases e outras enzimas, € o0 aumento da atividade enzimatica quando a concentracdo dos
substratos atinge seu respectivo CMC (GUERRA et al., 2011). Quando um composto lipidico
atinge sua CMC, suas moléculas arranjam-se em micelas ou membranas lipidicas. Desde entdo,
conhece-se que a presenca de micelas ou uma interface hidrofobica é importante para ativacdo
das lipases (HASAN et al., 2009). A explicagéo foi obtida com estudos tridimensionais que

descobriram a existéncia de um conjunto de hélices-a recobrindo o sitio catalitico desta enzima,
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denominada “tampa”. Essa estrutura apresenta duas interfaces, uma constituida de residuos de
aminoécidos polares; e outra, apolar (JAEGER et al., 1999; LOTTI; ALBERGHINA, 2007).

A “tampa” ndo ocorre em todas as lipases, mas quando €é presente, esta estrutura cobre
0 local catalitico tornando-o inacessivel aos substratos nos meios aquosos. Quando uma
interface de lipidios é encontrada, a superficie hidrofobica da “tampa” expde-se ao substrato,
permitindo-o interagir com o sitio ativo (CYGLER; SCHRAG, 1997). Alguns estudos
apontaram que modificacGes sobre a "tampa™ interferem na estabilidade frente a diferentes
temperaturas e solventes organicos (KHAN et al., 2017; MAIANGWA et al., 2017). Por causa
da “tampa”, a especificidade da lipase € maior por compostos com ligacdes €ster cujas cadeias
acil sdo longas. A hidrofobicidade direciona a formacao de interagdes de Van der Waals entre
a superficie apolar da “tampa” e os substratos hidrofobicos, removendo a camada de solvatagao
ao redor da enzima, estabilizando a interagcdo enzima-substrato e direcionando espacialmente
0s grupos éster do substrato aos residuos cataliticos da lipase.

A “tampa” apresenta flexibilidade conformacional, e cada lipase pode apresentar
diferentes niveis de mobilidade nesta estrutura. Em geral, existem dois estados
conformacionais: um aberto, tornando o sitio ativo acessivel ao substrato, e outro fechado cuja
“tampa” bloqueia a interacdo entre solvente e os residuos cataliticos. Entretanto, hd estados
intermediarios entre essas duas formas da enzima, as quais s&o moldadas perante efeito de ions,
solvente, pH e temperatura (LOUWRIER et al., 1996). Acredita-se que 0 mecanismo de
abertura e fechamento esta envolvido no mecanismo catalitico da lipase (GROCHULSKI et al.,
1994; GONZALEZ-NAVARRO et al., 2001) sendo explicado pela atividade interfacial. As
conformac6es aberta e fechada da lipase coexistem em equilibrio (Figura 4). Em um sistema
ausente de micelas ou interfaces lipidicas, sugere-se que o estado fechado predomina nas lipases
em solucdo. Em contrapartida, na presenca de superficies hidrofobicas ocorre o deslocamento
da “tampa”, expondo o sitio catalitico ¢ permitindo a atividade catalitica da enzima sobre o

substrato.
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Superficie hidrofobica
Superficie hidrofilica

Sitio ativo
Tampa Tampa
4« fechada aberta
— n/
-‘—
Conformacgao fechada Conformacao aberta

Figura 4 - Equilibrio dinamico entre conformac6es aberta e fechada da lipase. O equilibrio quimico ilustrado
ocorre no momento da catalise reacional. Fonte: Adaptado de PEREZ et al. (2018).

1.2.4. Cinética de lipases

Conforme explicado por GUERRA et al. (2011), em uma reacgéo de hidrdlise catalisada
por lipases, na auséncia de solventes organicos ou agentes emulsificantes, a relacdo entre
concentracdo de substrato e velocidade inicial € de natureza sigmoide. Isso é explicado pela
atividade interfacial; apenas quando a concentracdo do substrato atinge seu CMC, ocorre a
formacdo de uma interface lipidica que proporciona o deslocamento da “tampa” da lipase,
aumentando consideravelmente sua atividade. Todavia, em um sistema reacional na presenca
de solventes organicos ou agentes emulsificantes, que permitam suficientemente a ativacdo
interfacial, esta relacdo demonstra-se hiperbdlica independentemente se a concentracdo do

substrato esta abaixo ou acima do CMC (Figura 5).

Vo
CMC

V

fe A A 3

[S]

Figura 5 - Representacéo hipotética da velocidade inicial, vo, € da concentragdo do substrato, [S], para
catalise enzimatica. Auséncia de ativacdo interfacial (a) e durante a ativacéo interfacial (b). Em (a) ocorre uma
elevacdo brusca na atividade lipolitica quando o substrato atinge o CMC (concentra¢do micelar critica — indicada
pela seta) pois é o momento que é formada a interface lipideo-polar. Em (b), na presenga de detergentes ou
solventes organicos, a lipase catalisa a reagdo mesmo em concentracao de substrato abaixo de seu respectivo CMC.
Isso ocorre, pois, o detergente/solvente organico forma a interface necesséria para ativacao da lipase. A relagao
entre concentragdo de substrato e velocidade inicial em (a) é sigmoide e em (b), hiperbdlica. Fonte: Adaptado de
PEREZ et al. (2018).
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A discussdo da cinética das lipases concerne em descrever um modelo que considere 0s
diferentes tipos de reagdes catalisadas por esse grupo de enzimas e as particularidades quimicas,
como deslocamento da “tampa” ¢ atividade interfacial. Assume-se que a atividade de lipase néo
é explicada pelo modelo reacional de Michaelis-Menten (HERMANSY AH et al., 2007), que
diz que uma enzima catalisa uma reagdo convertendo um substrato em um produto.
CHULALAKSANANUKUL et al. (1999) propds que o mecanismo Ping Pong bi-bi explicaria
as reacdes catalisadas por esta enzima (Figura 6). Esse modelo considera que dois substratos e
dois produtos sdo necessarios para um ciclo de reacdo: a enzima reage com o primeiro substrato
ligando-se a ele covalentemente, resultando em um complexo acil-enzima e liberando o
primeiro produto da reacdo. Em seguida, um segundo substrato reagiria com o complexo, acil-
enzima, formando o segundo produto e recuperando o estado inicial da enzima
(BISSWANGER, 2002).

A P B

@)

ki 1By k| k_5 ks|k_3 kg |k_g

I

Figura 6 - O modelo reacional Ping Pong bi-bi. A enzima livre (E) interage com o primeiro substrato (A)
formando-se o primeiro produto (P) e o complexo acil-enzima (F), que séo liberados em solugdo. Em seguida, o
segundo substrato (B) reage com o complexo acil-enzima, resultando na formacdo do segundo produto (Q) e a
reconstituicdo da enzima livre. Os estados EA e FP sdo os complexos intermediérios da formacdo do produto P.
Os estados FB e EQ séo os intermediarios da formacdo do produto Q. Os ki, Kz, Ks, ks, k.1, k-, K3 € kg S80 as
constantes de reacdo para as etapas ilustradas na figura. Fonte: Adaptado de BISSWANGER (2002).

Os substratos e produtos podem ser diferentes dependendo da reacdo catalisada pelas
lipases. Desse modo a tabela 2 denota quais sdo 0s componentes nas reacdes catalisadas por

lipases, utilizando as legendas na figura 6.
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Tabela 2 - Reagdes catalisadas por lipases e seus diferentes substratos e produtos. Substratos e produtos
presentes nos diferentes tipos de reacdes catalisadas por lipases, segundo seus grupos ou nomes quimicos. As letras
representam os substratos e produtos conforme o modelo de Ping Pong bi-bi, segundo BISSWANGER (2002). Os
termos A e B denotam, respectivamente, o primeiro e segundo substrato na reagdo e, P e Q sdo o primeiro e
segundo produto formados, na devida ordem.

Tipo de reagéo Substrato A Produto P Substrato B Produto Q

Hidrdlise Ester Alcool Agua Acido graxo
Esterificagio Acido graxo Agua Alcool Ester
. Alcool / &cido Alcool / 4cido &
Transesterificacio Ester graxo / éster / Ester / amida

. graxo / éster
amina

Fonte: Adaptado de PEREZ et al. (2018).

Em termos de inibicdo enzimatica, os produtos liberados nas reacdes por lipases podem
apresentar alguma semelhanca com os reagentes podendo competir pelo sitio ativo da enzima.
Além disso, os produtos, os reagentes e até o solvente utilizado podem interagir em regides
diferentes do sitio ativo, nas etapas ilustradas pela figura 6, proporcionando inimeras
possibilidades de inibicdo. JANSSEN et al. (1999) descreveu que o alcool e acidos graxos
influenciam na cinética de esterificacdo de lipase de Candida rugosa, atuando como inibidores
da reacdo. MENDEZ et al. (2009) demonstrou que o n-propanol e acidos graxos promovem
inibicdo da hidrélise por lipase de Rhizopus oryzae. CHEW et al. (2008) mostrou que a hidrolise
do dleo de palmito catalisada por uma lipase comercial é inibida na presenca de acidos graxos.
VENY et al. (2017) concluiu que o metanol é um forte inibidor da transesterificacéo.

Apesar da literatura, os estudos de cinética em lipase necessitam ser elucidados. Muitas
consideracfes devem ser feitas para elaboracdo de novos modelos que englobem as
peculiaridades das lipases: inibicdo por produtos e reagentes, a ordem das etapas segundo Ping
Pong bi bi, atividade interfacial, interacdes lipase-lipase e até mesmo agitacdo. Acima de tudo,
ndo apenas visualizar o modelo, mas quais substancias, de preferéncia as mais abundantes nos
substratos-alvo de sua aplicacdo industrial, podem atuar sobre a atividade da enzima como ions
ou acidos graxos. Desse modo, experimentos simples de cinética permitirdo compreender quais
parametros afetam a taxa de catalise enzimatica, representando um enorme impacto nos ajustes

de custos e predicdo de lucros em uma empresa que usufrui de enzimas.
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1.2.5. Energia de ativacao nos estudos enzimaticos

As reacOes catalisadas por enzima e a desnaturagdo proteica podem ser descritas nos
conformes de constantes de reacdo, k, que quantifica a taxa na qual as mesmas ocorrem em
condicdes de temperatura e pressdo especificas (BISSWANGER, 2002). Em uma reacdo
enzimatica, o termo kcat rege 0 nimero maximo de moléculas de substrato que sdo convertidas
em produtos por unidade de tempo, quando a enzima esta saturada com substrato (PINTO; DE
MENEZES, 2009). Para estudos de estabilidade térmica, o termo Kgesn indica a quantidade de
enzimas desnaturadas por unidade de tempo (PRAJAPATI et al., 2013). O Kgesn € determinado
por outro parametro experimental, 0 tso, que denota o tempo em que 50% da atividade proteica
mantém-se em solucdo (CHAPLIN; BUCKE, 1990), conforme Equacéo 1.

0,693

tgg = (Equacéo 1)
kaesn

As constantes de reacdo (Kcat € Kdesn) S80 dependentes da temperatura, de acordo com a
teoria cinética dos gases (PELEG, 2012). Desse modo podem ser descritas conforme a Equacao
de Arrhenius, a qual exprime a relacdo entre a taxa de reacdo, k, com a energia de ativacéo, Ea,

para uma dada reacdo (Equacéo 2).

_Ea

k = Aert (Equacéo 2)

Sendo A o fator de frequéncia, ou fator de Arrhenius, a qual indica a taxa de colisdo e a
fracdo de colisBes com orientacdo apropriada para que a reacao ocorra; R a constante dos gases
e T temperatura em Kelvin. Essa funcdo pode ser descrita em sua forma logaritmica, obtendo-
se uma relacgdo linear entre o logaritmo natural da constante de reacdo e o inverso da temperatura

(Equacao 3).
In(k) = In(A) — % (Equacdo 3)

Uma caracteristica peculiar nos estudos com enzimas é que; acima de uma dada
temperatura perde-se a relagdo linear descrita anteriormente. O resultado disso é a queda da

constante de reacdo com o0 aumento de temperatura. Esse fendmeno é explicado pela
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desnaturacdo proteica, sendo visualizada nos graficos sob a forma de um “sino” (BARTON,
1979).

1.3. Imobilizacéo de lipases

A imobilizacdo de enzimas tem papel importante nas aplicacdes biotecnoldgicas. O
principal motivo para realizacdo de estudos na érea € a reutilizacdo de enzimas e alteragdo nas
propriedades cataliticas e quimicas, possibilitando ganho na produtividade para aquisi¢do de
um dado insumo farmacéutico ou industrial (MATEOQ et al., 2007; RODRIGUES et al., 2013).
No caso de lipases, a imobilizacdo prové condi¢cGes ndo-aquosas que Sao necessarias para as
reacoes de esterificacdo e transesterificacdo (PETKAR et al., 2006). A explicacdo mais adotada
quanto as alteracdes nas caracteristicas de uma proteina apos imobilizacdo € a alteracdo na
estrutura tridimensional da enzima (CLARK; BAILEY, 1983); podendo facilitar ou dificultar
a interacdo do substrato com o sitio ativo da enzima (ZHANG et al., 2018), estabilizar ou
desestabilizar interacGes cruciais na estrutura da proteina (CLARK, 1994) e impedir a inibicdo
provocada por produtos e compostos presentes no meio reacional (OZDURAL et al., 2003).

Em muitos casos, a imobilizacdo modula a régio- e enantiosseletividade. PEREIRA et
al. (2017) demonstrou que uma lipase de Hypocrea pseudokoningii apresentou alteracdo em sua
enantiosseletividade dependendo do tipo de suporte utilizado. Nesse trabalho, os derivados de
glioxil e CNBr hidrolisaram, preferencialmente, o isdmero-S de 2-butiril-2-fenilacético em
mistura racémica, enquanto que o derivado de glutaraldeido, o isémero-R.

A imobilizacdo de uma dada enzima em um suporte depende das caracteristicas
quimicas e geomeétricas de ambas além das condi¢Ges do meio como pH, temperatura e tipo de
solvente empregado (MOHAMAD et al.,, 2015). No caso de lipases, sdo citadas as
imobilizacbes em suportes hidrofébicos, idnicos e por ligacdo covalente unipontual ou
multipontual (SOUZA et al., 2017; TURATI et al., 2017).

Da imobilizagdo covalente unipontual, o suporte mais utilizado é o brometo de
cianogénio (CNBr). Nesse tipo de imobilizacéo, a ligacdo covalente é formada com os grupos
amino laterais (preferencialmente aqueles expostos ao solvente, com excepcional enfoque ao
residuo amino-terminal da proteina) em condicGes brandas (DATTA et al., 2013). Os derivados
formados nesse tipo de imobilizacdo sdo considerados excelentes modelos de estudo das
propriedades quimicas da enzima pois simula condicGes ausentes de interferéncias
intramoleculares. Para lipases, essa consideracao € importante visto que essa classe de enzimas
tende a formar agregados devido a superficie hdrofobica de suas “tampas” (LIOU et al., 1998).

Nos estudos de imobilizacdo ibnica, os suportes dietilaminoetil (DEAE), monoamino-
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N-aminoetil (MANAE) e carboximetil (CM) sdo os mais empregados. DEAE e MANAE
apresentam residuos nitrogenados carregados positivamente, enquanto que CM, grupos
carboxilicos carregados negativamente. Desse modo, a presenca de cargas na superficie da
enzima é importante para imobilizacdo, a qual depende principalmente do pH e da sequéncia
primaria da proteina. Além disso, tais suportes podem ser empregados em polimeros de
celulose, agarose ou sintéticos que podem, respectivamente, promover interacbes andmalas
com a enzima ou promover impedimentos estéricos e tensfes na estrutura da proteina (DATTA
et al., 2003).

Os suportes hidrofébicos sdo os mais empregados em lipases. Esses exploram a
existéncia de uma superficie hidrofobica nas “tampas” destas enzimas (MANOEL et al., 2015),
a qual proporciona interacdes fracas com as cadeias alifaticas ou aromaticas apolares nestes
suportes; como Octyl (8 carbonos), butil (4 carbonos), fenil ou sepabeads C-18 (18 carbonos).
Todavia, tais interacOes hidrofobicas ndo sdo restritas apenas a “tampa”, mas qualquer
superficie hidrofobica presente na enzima. Uma caracteristica muito comum (porém nao
obrigatério) neste tipo de imobilizacdo é a hiperativacdo: fendmeno decorrente do
deslocamento da “tampa” apos imobilizagdo, expondo o sitio ativo ao meio reacional
(MANOEL et al., 2015). Isso é analogo a ativacdo interfacial provocada por solventes
organicos, agentes emulsificantes ou quando o substrato atinge o CMC. Além disso, a vantagem
desse tipo de imobilizacdo é a alta especificidade por lipases; nesse caso indmeros
procedimentos de purificacdo adotam esses tipos de suporte devido a obtencdo desta enzima
pura em um unico passo (PALOMO et al., 2004).

Um campo ainda explorado na imobilizacdo de lipases é a utilizacdo de polimeros que
revestem a superficie da enzima (imobilizada ou ndo-imobilizada), potencializando a atividade
hidrolitica de lipases. O PEI (polietilenoimina), que pode ser utilizado tanto para imobilizar
enzimas (em um suporte de agarose, por exemplo) ou revesti-las apds imobilizacdo em outro
suporte, € um polimero amplamente e recentemente estudado nas técnicas de imobilizacdo de
lipases. O PEI ao recobrir a enzima, gera um ambiente hidrofilico que ajuda a reduzir o contato
da enzima com a fase hidrofébica durante a hidrolise; isso direciona a lipase para a regido
interfacial entre o dleo (hidrofébico) e o solvente aquoso (hidrofilico). Além disso, o PEI
favorece a estabilizacdo da enzima e inibe o contato do oxigénio com os produtos de hidrélise,
evitando a formacao de espécies reativas de oxigénio (ANDERSSON; HATTI-KAUL, 1999;
BRECCIA; ANDERSSON; HATTI-KAUL, 2002; ZHANG; ROCHEFORT, 2011)
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1.4. Expressao heterdloga de lipases e vetor pExpyr

Em razdo do que foi discutido sobre a utilizagcdo de lipases no mercado, a expressao
heter6loga apresenta-se como medida a aumentar a obtencdo deste insumo industrial, além de
auxiliar nos estudos bioquimicos dessas enzimas. Ja sdo descritos trabalhos detalhando a
expressao de lipases em Escherichia coli (KRUGENER et al., 2009; L1U et al., 2017; ALNOCH
et al., 2018), Aspergillus oryzae (HOEGH et al., 1995) e Trichoderma reesei (QIN et al., 2012)
0 que tornou a producdo de lipases independente das matrizes oleaginosas, comumente
utilizadas para induzir a expressdo desta enzima em cepas selvagens. Entretanto algumas
dificuldades sdo pertinentes que limitam a utilizacdo destes sistemas heterdlogos em escala
laboratorial: baixa atividade lipolitica nestas cepas, necessidade de substancias indutoras com
alto custo financeiro, sintese de lipases inativas ou que necessitam de uma etapa adicional para
ativacdo. Acredita-se que esses motivos sejam responsaveis pelo desestimulo a pesquisa para
obtencdo de novas cepas transformantes para alta producéo de lipases.

O vetor pExpyr (SEGATO et al., 2012) apresentou-se como potencial para expressdo
de lipases, primeiramente pela inexisténcia de cepas produtoras de lipases com esse vetor e por
usufruir da maltose como molécula indutora (Figura 7). A maltose pode ser encontrada em
substratos derivados da hidrolise parcial de alimentos ricos em amido, 0 que baratearia 0s custos
de producéo de enzimas por meio deste vetor. Nesse vetor, a presenca do gene pyrG codifica a
orotidina-5’-fosfato descarboxilase, envolvida na sintese de bases pirimidicas, permitindo a
selecdo de colbnias transformadas com esse vetor. A cepa A. nidulans A773 tem esse gene
delecionado, por isso a selecdo por auxotrofia. Além disso, esse vetor € do tipo integrativo, ou
seja, incorporado dentro do DNA cromossémico da célula hospedeira, 0 que garante

estabilidade e viabilidade a maior prazo dos fungos transformantes.

Not1 Xbal
Pro 0
ATG 1743 3420 5300
gladp |glaAsp[— trpct H | ove | wZE0 1 ..AMP
0 182 995 1067 1074 1682‘ 3276 3790 6166 6767

Figura 7 - Esquema do vetor pExpyr para expressdo de proteinas-alvo de interesse. glaAp —regido promotora
de glucoamilase de Aspergillus niger induzida por maltose, ATG — cddon de iniciacdo; glaAsp — peptideo-sinal de
glucoamilase de A. niger; trpCt — operon de triptofano para parada de traducao; pyrG — gene de CTP-sintase de A.
niger; wZEO — marcador de zeocina; .AMP — marcador de ampicilina; pUCi — vetor molde utilizado na
elaboracéo de pExpyr; Notl e Xbal — enzimas de restrigdo. Fonte: Adaptado de SEGATO et al. (2012).



38

1.5. Tratamento de glioblastoma — um novo panorama para utilizacdo de lipases
1.5.1. Células de glioblastoma e mecanismos de resisténcia

O glioma maligno é o tipo mais comum de tumor cerebral (OSTROM et al., 2014).
Glioblastoma multiforme (GBM) é o tipo mais frequente e mais agressivo nesta classe
(TANAKA et al., 2013). A maioria dos pacientes sobrevivem de 12 a 15 meses ap0s diagnéstico
e menos de 5% destes sobrevivem em 5 anos (CARLSSON et al., 2014). Segundo o Instituto
Nacional de Céncer (INCA), estima-se cerca de 11.320 novos casos incidentes de tumores do
sistema nervoso central no Brasil para 0 ano de 2018. Desse modo, héa necessidade de identificar
novos tipos de tratamentos e terapias mais eficazes principalmente acessiveis pelo Sistema
Unico de Sade, levando-se em consideragdo a diversidade cultural e econdmica do pais.

Tumores do tipo GBM apresentam alta capacidade de invasdo no tecido cerebral além
de propenséo para disseminacéo cranioespinhal, compreendendo tumores bem agressivos com
crescimento rapido e progndstico clinico curto. A auséncia de limites anatbmicos e a
heterogeneidade celular e genética sdo caracteristicas do GBM que tornam os tratamentos
dificeis e pouco eficientes.

Dentre os medicamentos mais indicados mundialmente esta a telozolomida (TMZ), um
agente alquilante de moderada toxicidade administrado oralmente e capaz de passar
integralmente pela barreira hematoencefalica (LEE, 2016). A TMZ ¢ rapidamente absorvida e
sofre hidrdlise formando o monometil triazeno 5-(3-metilazeno-1-il)-imidazol-4-carboxamida
(MTIC) o qual, em seguida, reage com a agua para liberar o 5-aminoimidazor-4-carboxamida
(AIC) e o cation metilazonium. Esse cation adiciona um grupo metil no DNA nas posi¢oes N’
e 0% da guanina e N° da adenina. Essa metilacéo é dita como responsavel pela morte celular nas
linhagens malignas, bloqueando a duplicacdo do DNA, promovendo quebras e gaps
cromossdmicos e apoptose.

Entretanto cerca de 60% das GBM possuem mecanismos de resisténcia a TMZ (LEE,
2016). O mecanismo principal é mediado pela enzima metilguanidina-metiltransferase
(MGMT), uma proteina monomérica de 22 kDa que atua restaurando a O®-metil-G na guanina,
pela transferéncia do grupo metil adicionado pela TMZ a um residuo interno de cisteina
(SILBER et al., 2012). Esse mecanismo, assim como outros presentes em GBM, como reparo
mismatch (MMR - DNA Mismatch Repair) e por excisdo de bases (BER — Base Excision
Repair) torna necesséria a investigacdo de novos tratamentos que possam viabilizar estratégias

a contornar a sobrevida destas linhagens tumorais.
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O presente trabalho utilizou-se de uma linhagem de glioblastoma multiforme, LN-18
(DISERENS et al., 1981) cujo crescimento ocorre em monocamada, facilitando os estudos in
vitro. Essa linhagem é caracterizada pela mutacdo em p53 e possiveis delecdes em genes
supressores de tumor, p16 e p14ARF.

1.5.2. Oleos naturais, tratamento de glioblastoma e outras linhagens tumorais

Oleos naturais sdo substancias heterogéneas de origem animal ou vegetal e que
apresentam diferentes efeitos antitumorais (RUSSO et al., 2015). Alguns trabalhos mostraram
serem capazes de induzir morte celular das linhagens resistentes por meio de substancias
alcaloides e aromaticas presentes em sua composicdo. DE QUEIROZ et al. (2014)
demonstraram que o 0leo de Melissa officinalis L. € capaz de induzir morte celular por apoptose
em linhagens GBM. Foi observado que o componente citral deste 0leo, em concentracfes até
182 pug.mL™?, induz apoptose mediada por espécies reativas de oxigénio além de ativar a via de
caspase-9.

Alem da presenga de substancias fenolicas e alcaloides, esses 0leos podem apresentar
triacilglicerideos constituidos de diferentes cadeias alifaticas poli-insaturadas com potencial
antitumoral (D’ELISEO; VELOTTI, 2016). Dentre eles, é relatado o efeito dos dmegas-3
(acidos eicosapentaenoico e docosahexaenoico) que séo obtidos de uma dieta rica em Oleos de
peixes. Inimeros trabalhos apresentaram eficacia na utilizacdo destas substancias na inducao
de apoptose em linhagens tumorais de prostata, mama e colon, por via de sinalizagdo por Wnt/[3-
catenina, ativacdo de proteinas cinases, inibicdo da via Cox-2/PGE2 e inibicdo de NF-kB (LIM
et al., 2009; SONG et al., 2011; KIM et al. 2018). Outros demonstraram que essas substancias
sdo capazes de promover um aumento na sensibilidade destas células tumorais aos tratamentos
convencionais (MERENDINO et al., 2013). KIM et al. (2018) demonstraram que 0s 6megas-3
sdo capazes de induzir apoptose em trés linhagens de GBM por meio da diminuicdo da
expressao da via Akt e mTOR. Neste mesmo trabalho, observou-se que dmegas-3 promoveram
reducdo no crescimento de gliomas primarios em camundongos.

Os 0Oleos naturais podem complementar a dieta cetogénica, caracterizada pela alta
quantidade de gorduras (high fat) em privacéo de carboidratos (low carb), resultando em uma
menor concentracdo de glicose no sangue. Essas dietas vém sido estudadas como adjuvantes no
tratamento contra glioblastoma multiforme (MARTIN-MCGILL et al., 2017; WINTER et al.,
2017; SCHWARTZ et al., 2018). Sob condicdes fisiologicas, células cerebrais obtém energia a
partir de glicose ou corpos cetbnicos, todavia, em muitos tumores ha maior dependéncia das

vias glicoliticas como suporte energético (efeito Warburg). Em vista disso, a principal hipbtese
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no uso de dietas cetogénicas se baseia na privacao de glicose as células tumorais, promovendo
reducdo de proliferacdo e angiogénese, tornando-as mais susceptiveis as respostas imunes e
oxidativas.

O acai (Euterpe oleracea) tem um mercado tradicional e consolidado, principalmente
na regido amazonica, pelo habito de incorporacdo deste fruto na alimentacdo da populagédo
brasileira. Em vista de um fendmeno mercadolégico, esse fruto e seus derivados comegaram a
ser aceitos em outras regibes do pais e no exterior, evidenciando um potencial financeiro
associado a esse insumo (SUFRAMA, 2003). No ponto de vista clinico, existem trabalhos que
demonstram a agdo antitumoral do acai (SILVA et al., 2014). FRAGOSO et al., (2013)
demonstraram que uma dieta com 2,5 a 5,0% de acai desidratado foi capaz de reduzir 0 nimero
de tumores invasivos de colon. HOGAN et al., (2010) por outro lado demonstraram que extratos
ricos de antocianinas providos do acgai sdo capazes de reduzir a viabilidade de células de
glioblastoma e de cancer de mama. Por outro lado, ndo foram encontrados trabalhos a respeito
do uso do 6leo de buriti (Mauritia flexuosa) no tratamento contra linhagens tumorais, e,
portanto, ndo é conhecido o efeito bioldgico deste insumo sobre células cancerigenas.

Nesse contexto, ndo foram relatados usos de produtos de hidrélise lipolitica de 6leos de
acai e buriti sobre o tratamento de GBM. Presumiu-se, como hipétese desta parte do trabalho
que a hidrdlise dos 6leos acai e buriti, catalisada por lipases fungicas, poder-se-ia aumentar a
diversidade de compostos (dentre eles acidos graxos e diacilglicerideos) os quais apresentariam
efeitos bioldgicos sobre essas linhagens tumorais. Além disso assume-se pelas propriedades
hidrofobicas dos 6leos de serem capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, considerado
0 maior obstaculo aos tratamentos de tumores cerebrais. Esses resultados, se promissores,
contribuiriam na elaboracdo de novos tratamentos e no entendimento da acao destes insumos
sobre linhagens de glioblastoma multiforme além de potencializar a utilizacdo de lipases em

um cenario farmacéutico ainda ndo explorado.
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2. ODbjetivos

Este trabalho teve como objetivos gerais: a obtengdo de uma cepa de A. nidulans para
expressdo de uma lipase de B. bassiana, a imobilizagdo desta enzima em diferentes suportes, a
caracterizacdo bioguimica desta lipase ndo-imobilizada e imobilizada, e a aplicacdo dos

hidrolisados dos 6leos de acai e buriti em linhagens de glioblastoma.

2.1. Objetivos especificos

1) Selecéo de gene de lipase de B. bassiana (bbl1);

2) Obtencdo de vetores pGEM-T e pExpyr ligados a bbl1;

3) Confirmacdo da inducdo de bbll em A. nidulans em meios contendo maltose, apos
insercdo de vetor pExpyr ligado ao gene de interesse;

4) Alteracédo da fonte de carbono indutora, tampéo e agitacédo nos cultivos do transformante
a fim de aumentar a secrecédo da lipase;

5) Estudo de escalonamento para cultivo do transformante em biorreatores;

6) Purificacdo de Bbl1;

7) Estabilidade de Bbll purificada em solucdo frente a surfactantes, sais, solventes
organicos, temperatura e pH;

8) Planejamento fatorial para obtencdo de condicdes de temperatura e pH ideais para
hidrolise de substrato sintético;

9) Obtencao de valores cinéticos de Bbl1 em comparacao a uma lipase comercial e inibigdo
frente a acidos graxos;

10) Obtencdo de diferentes derivados de imobilizacao da lipase de interesse;

11) Caracterizacao frente a pH e temperatura dos derivados de imobilizacéo;

12) Selecdo de melhores derivados quanto as propriedades de estabilidade a fim de
submeté-los a planejamento fatorial na obtencdo de valores de pH e temperatura ideais
para hidrolise de substrato sintético e compara-los com os mesmos valores da lipase em
solucéo;

13) Obtencdo de valores cinéticos e de inibicdo frente a acidos graxos do derivado com
maior atividade especifica;

14) Hidrolise dos 6leos de buriti e acat;

15) Caracterizacdo prévia dos produtos de hidrélise em cromatografia de camada delgada;

16) Tratamento de linhagem LN-18 com os produtos de hidrdlise dos 6leos de acai e buriti

das fragdes polares, apolares ou mistura de ambas as fases.



MATERIAL E
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3. Material e métodos
3.1. Metodologia e técnicas de biologia molecular
3.1.1. Selecé@o do gene bbll e construcéo dos primers

A selecdo do gene bbll se baseou em uma etapa prévia ao desenvolvimento deste
projeto. Uma lipase de Beauveria bassiana foi identificada por SPIROPULOS (2015) e
sequenciada segundo uma lipase de referéncia XP_008602131.1 (B. bassiana ARSEF 2860).
A partir disso, a sequéncia de proteina foi submetida ao software SignalP 4.1 (PETERSEN et
al., 2011) para determinar a sequéncia de peptideo sinal. O intuito desse procedimento foi para
remover esse peptideo da lipase de interesse visto que no vetor pExpyr ha um peptideo sinal de
glucoamilase (SEGATO et al., 2012). O sistema pExpyr foi construido com um promotor e
peptideo sinal de glucoamilase de A. niger e operon de triptofano para término de traducdo. A
insercdo de um gene de interesse neste vetor depende de dois sitios de restricdo; Notl upstream
ao gene e XBal, downstream. A partir dessa informacéo foram construidos os primers utilizados

nesse trabalho (Tabela 3).

Tabela 3 - Primers para lipase bbll de B. bassiana. Os primers foward e reverse foram elaborados segundo
sequéncia da lipase em estudo obtida do banco de dados NCBI, adicionando-se sitios de restricdo para as enzimas
Notl e XBal. Reférencia: XP_008602131.1 (B. bassiana ARSEF 2860). T corresponde a temperatura de
anelamento provido pelo fabricante.

Primer Tm (°C) Sitio de restricéo Sequéncia (5°—3°)*
bbl1-foward 65,6 Notl GCGGCCGCCTAACCATTCCTGAGCAGAGCATCACCACT
bbl1-reverse 62,4 XBal TCTAGATTATATATGCTTGCCCTGAGACAGGCCACT

* Os sitios de restricdo estdo sublinhados e as regides de anelamento em negrito

3.1.2. Extracdo de DNA genbémico de B. bassiana

Cerca de 1.108 esporos.mL* foram inoculados em seis Erlenmeyers com 25 mL de meio
Khanna suplementado com 1% de 6leo de canola (Sigma-Aldrich). Essas condi¢cdes foram
utilizadas devido a capacidade de induzir a expressao da lipase em estudo, em B. bassiana,
segundo SPIROPULOS (2015). Os frascos foram incubados a 30 °C com uma agitacdo de 100
rpm por 3 dias. Apds isso, 0s micélios foram filtrados em bomba a vacuo utilizando papel filtro
(Whatman n°1) e armazenado overnight a -20°C. O micélio foi repartido em varias porcoes
contendo 0,1 g de biomassa, cada qual submetido a um procedimento de extragdo de DNA
diferente. O sobrenadante do cultivo foi quantificado em ensaio para a atividade de lipases

(secdo 3.2.1.) e concentracdo de proteinas (secdo 3.2.2.). Por mera convencao, as lipases obtidas
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do extrato de B. bassiana foram denominadas WT (wild-type), indicando que s&o providas do
fungo de origem.

O primeiro método de extracdo de DNA o convencional utilizando cloroférmio. O
miceélio foi macerado com nitrogénio liquido em cadinho de porcelana sobre gelo, com auxilio
de pistilo. O macerado foi transferido em tubos Eppendorf os quais foram armazenados e
mantidos em -20°C para uso futuro. Em um destes tubos Eppendorf foram adicionados 600 pL
de solugdo de lise (Na2EDTA 0,5 M pH 8: 10% de SDS: adgua Milli-Q na proporcdo 1:1:8)e
deixou em repouso por 10 minutos em temperatura ambiente. A solucdo foi centrifugada a
13.000 g por 5 minutos e o0 sobrenadante transferido a um novo tubo Eppendorf. Neste
sobrenadante, adicionaram-se 40 pL de uma solucdo acetato de potéassio 5 M, pH 8,0,
homogeneizado suavemente 5 vezes e mantido em gelo por 10 minutos para precipitacéo de
proteinas e sais. Em seguida, centrifugou-se a 13.000 g por 10 minutos e transferiu o
sobrenadante para um outro tubo Eppendorf. Até esse passo, manteve-se 500 puL da amostra e
adicionou-se 500 pL de solugéo cloroférmio e 3-metil-butanol (na propor¢édo 24 : 1 - Fluka),
homogeneizou-se e centrifugou a 13.000 g por 5 minutos. O sobrenadante transferido a um tubo
Eppendorf. Ao sobrenadante, adicionou-se 1,2 mL de 95% de alcool etilico gelado
(previamente a -20°C), agitou suavemente e centrifugou a 13.000 g por 10 minutos para
precipitacdo de DNA. O sobrenadante foi descartado e o pellet secado por Speed Vac (Christ
CT 02-50 SR - Analitica) por 20 minutos. Suspendeu-se 0 DNA em 100 pL de TE (Tris-HCI
10 mM, pH 7,4 e Na2ETDA 1 mM).

O segundo método de extragdo utilizou-se de CTAB (baseado no kit The Synergy™
Plant DNA Extraction). Repetiu-se as etapas iniciais de maceracdo até a separacdo em da
biomassa de B. bassiana em tubos Eppendorf. A cada 0,1 g de micélio macerado adicionou-se
750 pL de solucdo de extracdo (0,1% de PVP-40, 0,05% de CTAB, NaCl 5 M, Na,EDTA 0,5
M, Tris-HC1 1 M pH 7,4 ¢ 0,001% de B-mercaptoetanol). A amostra foi incubada a 65°C por 1
hora. Em seguida adicionou-se 450 pL de solucéo cloroférmio e 3-metil-butanol (na proporcao
24 : 1 - Fluka). Centrifugou-se a mistura a 2.000 g a 20°C por 15 minutos. Em seguida
transferiu-se o sobrenadante a um tubo Eppendorf, no qual procedeu-se as mesmas etapas de
precipitacdo com 95% de alcool etilico ou 95% de isopropilico, conforme descrito
anteriormente. O DNA de ambos os procedimentos de extracdo foi quantificado quanto a
proporcdo Azeorso para verificar pureza em relacdo a proteinas em Nano Espectrofotdmetro
(NanoDrop 2000 — Thermo Scientific). As solucdes de DNA foram mantidas a -20°C até o

momento de uso.
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3.1.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction)

As reagdes de PCR foram realizadas para amplificacdo do gene bbll. Para tal, elaborou-
se uma solugdo contendo 3 pL de amostra de DNA (50 ng no minimo), 3 pL de solu¢do MgCl»
25 mM (Thermo Scientific), 2,5 pL de solucéo tampéo de Taq Polimerase (Thermo Scientific),
2 pL de uma solucdo de dNTP 2,5 mM total, 1 pL de Taqg Polimerase (Thermo Scientific), 1
pL de cada primer e 13,5 pL de 4gua Milli-Q. Essa solucéo foi submetida a 35 ciclos de reacéo
de polimerase, cada qual composta por 30 segundos a 95°C (etapa de desnaturagéo), seguida
de 30 segundos a 55°C (etapa de anelamento) e 3 minutos a 72°C (extenséo).

3.1.4. Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os geis de eletroforese serviam para confirmar a obtencdo de DNA neste trabalho e a
amplificacdo do gene bbl1, cuja realizacdo sempre era feita posterior a quantificagdo por Nano
Espectrofotdmetro (NanoDrop 2000 — Thermo Scientific). Para a corrida, cerca de 30 a 50 ng
de amostra de DNA foram diluidos em agua Milli-Q estéril; o volume a ser utilizado dependia
da concentracgéo final da solucdo. Para a preparacao dos géis, 0,4 g de agarose foi adicionada a
50 mL do tampdo TAE composto por Tris-HCI 89 mM, &cido acético 89 mM e Na,EDTA 2
mM, pH 8,0. A mistura do gel foi aquecida em forno micro-ondas até obtencdo de solucéo
homogénea, em seguida resfriada e adicionada uma aliquota de 1,5 pL de Nancy-520 (Sigma-
Aldrich). O tampéo de corrida foi 0 TAE e a separacdo eletroforética a 100 V. A visualizagédo
das bandas foi realizada apos a corrida sob luz ultravioleta em fotodocumentador (LPIX —
Molecular Imaging, Loccus biotecnologia). Utilizou-se 1 pL de marcador de pares de bases

(Thermo Scientific).
3.1.5. Purificacao da sequéncia de bbl1 em gel de agarose

A banda corresponde a bbll no gel de agarose foi recortada separada em dois tubos
Eppendorf e submetida a purificacido com dois kits; Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, EUA) e lllustra™ GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare,
EUA). Ao término do procedimento, o extrato bbll foi recuperado em 20 pL de agua Milli-Q
estéril pré-aquecida por 10 segundos em micro-ondas e quantificado em Nano
Espectrofotémetro (NanoDrop 2000 — Thermo Scientific). O intuito dessa execucdo foi para
avaliar a viabilidade dos dois Kits. Apds purificacdo 1 pL das solugdes contendo bbll foi

aplicado em gel de agarose.

3.1.6. Preparo de células E. coli DH5a competentes para insercio de vetor
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Uma aliquota de E. coli DH5a. foi repicada em placas contendo meio Luria-Bertani (LB;
triptona 10 g.L ™%, extrato de levedura 5 g.L%, NaCl 10 g.L™) contendo 2% de agar e incubado a
37°C overnight. Em seguida uma col6nia desta placa foi inoculada em Erlenmeyer contendo 5
mL de meio TY (triptona 20 g.L?, extrato de levedura 5 g.L ™). Essa cultura foi mantida a 37°C
a 200 rpm overnight. Apos esse periodo de pré-crescimento, uma aliquota de 2 mL foi inoculada
em 1 Erlenmeyer com 500 mL de meio TY. O frasco foi mantido a 37°C e 200 rpm. A cada 20
minutos, aliquotas eram retiradas deste frasco e media-se a absorbancia a 600 nm. Quando a
absorbancia chegou a 0,3, o frasco foi transferido a uma bacia contendo gelo. Aliquotas de 50
mL foram transferidos a tubos conicos (tipo Falcon®) e manteve-se os mesmos em gelo por 15
minutos. Depois de refrigeradas, as culturas eram sedimentadas por centrifugagédo a 5.000 g por
5 minutos e a4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células suspendidas com 5 mL de dgua
Milli-Q gelada. As células entdo foram reunidas em um unico tubo conico. Repetiu-se a
centrifugacao 3 vezes utilizando agua Milli-Q gelada. Em seguida o precipitado de células foi
suspendido em 25 mL de glicerol 10% (v/v) gelado, seguido de centrifugacdo 5.000 g por 5
minutos e a 4°C. Esse Ultimo passo foi repetido duas vezes. Apds a ultima centrifugacao, as
células foram suspendidas em 1 mL de meio GTY (glicerol 10% (v/v) em meio TY). Todos
esses passos foram realizados em gelo. As células foram separadas em crio tubos em aliquotas
de 80 pL e mantidas em -80°C (por no méximo 1 més) para uso posterior (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001).

3.1.7. Ligacao de bbll em vetor pGEM-T

Apos a extracdo e purificacdo de bbll de B. bassiana, procedeu-se a ligacdo desse gene
com o vetor pGEM-T (pGEM®-T Vector System |, Promega, USA). O intuito desse passo foi
obter uma reserva de E. coli DH5a contendo a sequéncia de bbll. Para a reacdo de ligacdo 1
uL da solugdo de extrato de bbll (150 ng.uL?; secdo 3.1.5.) foi misturado a 1 pL de vetor
PGEM-T (50 ng.puL™), 5 puL de tampdo da T4 DNA ligase, 1 L de T4 DNA ligase e 2 pL de
agua Milli-Q estéril. A mistura foi mantida a 25°C por 1 hora e, em seguida, armazenada a 10°C
overnight. A proporcdo de vetor : gene de interesse (1:3) utilizada foi calculada segundo

fabricante.
3.1.8. Transformacdao por eletroporacgao

As células E. coli DH5a e cubetas de eletroporagdo foram mantidas em gelo. Para cada
amostra a ser eletroporada, utilizou-se uma cubeta de 0,1 cm. Uma aliquota de 80 pL foi

adicionada a 2 pL do produto de ligagdo ou vetor fechado. A mistura foi suavemente
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homogeneizada em gelo e, em seguida, transferida a cubeta de eletropora¢do e mantida em
repouso por 2 minutos. Batidas suaves no fundo serviam para remocdo de bolhas. A
eletroporagdo (Eporator, Eppendorf®, EUA) ocorreu por 1 pulso com média de 2300 V por 5,3
milissegundo. Em seguida adicionou-se 1 mL de meio LB, transferiu a mistura a um tubo
Eppendorf novo e manteve-se em agitacdo a 100 rpm por 1 hora, a 37°C. Apds esse periodo, a
solucdo de E. coli DH5a transformada foi inoculada em placa contendo meio LB com 50
ug.mL* de ampicilina (Amp). A ampicilina foi utilizada como marcador de selecéo, pois os
vetores utilizados neste trabalho usufruem de resisténcia a esse antibidtico, o que permitiu a

selecdo de coldnias com insercdo do plasmideo apos eletroporacao.
3.1.9. Confirmacéo de insercéo de vetor contendo bbll em células de E. coli DH5a

O produto da ligacao foi inserido em celulas de E. coli DH5a, conforme descrito em
(secdo 3.1.8.) e inoculada em placa contendo meio LB com 50 pg.mL*? de ampicilina
(LB+Amp), IPTG (Fermentas, Life Sciences) e X-Gal (Fermentas, Life Sciences), e mantidas
a 37°C overnight. Apos incubacéo, colbnias positivas (brancas) foram repicadas diretamente da
placa em 10 pL de agua Milli-Q. Dessa solugdo 2 pL foram submetidos a PCR da mesma
maneira que descrito em sec¢do 3.1.3., seguida de analise em gel de agarose (“PCR de colonia”).
Os demais 8 pL foram inoculados em 5 mL de meio LB+Amp e mantidas a 37°C overnight.

Seguido do crescimento, as células de E. coli contendo o produto de ligacdo foram
centrifugadas a 5.000 g por 5 minutos e a 4°C. O sobrenadante descartado e uma parte do
precipitado de células foi ressuspendido em 1 mL de meio GTY (glicerol 10% em meio TY),
distribuido em aliquotas de 80 uL em crio tubos e armazenados em -80°C. A outra parte do
precipitado teve o DNA plasmidial ()GEM-T+bbl1) extraido com o kit Wizard® Plus SV
Miniprep DNA Purification System (Promega, EUA). Ao término do procedimento, o DNA
plasmidial foi recuperado em 20 pL de agua Milli-Q estéril pré-aquecida por 10 segundos em
micro-ondas e quantificado em Nano Espectrofotdmetro (NanoDrop 2000 — Thermo Scientific).
Confirmou-se a presenca de bbl1, apds PCR, e do vetor (0 GEM-T+bbl1 ou pExpyr+bbl1l) em

gel de agarose.
3.1.10. Obtencéo dos vetores pExpyr

Para obtencdo de pExpyr que foram utilizados para ligacdo com bbll, 2 pL (contendo
cerca de 100 ng de vetor) de solucdo deste vetor foi eletroporado em células E. coli DH5a. Apos
crescimento em meio LB+Amp por overnight a 37°C e 200 rpm, a cultura foi centrifugada a

5.000 g por 5 minutos, a 4°C e o sobrenadante descartado. O DNA plasmidial foi extraido
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utilizando o kit Wizard® Plus SV Miniprep DNA Purification System (Promega, EUA). Ao
término do procedimento, o DNA plasmidial foi recuperado em 20 pL de agua Milli-Q estéril
pré-aquecida por 10 segundos em micro-ondas e quantificado em Nano Espectrofotdmetro
(NanoDrop 2000 — Thermo Scientific). A solugdo de pExpyr continha 50 ng.uL™ de vetor.

3.1.11. Digestéo dos vetores pExpyr e pGEM-T+bbl1 com Notl e XBal

Ambas as solugdes contendo pExpyr (secéo 3.1.10.) e pGEM-T+bbll (se¢éo 3.1.7.)
foram submetidas a digestdo dupla com as enzimas de restricdo Notl e XBal. Uma solucdo de
digestéo foi preparada com 10 uL de tampdo Tango 10X (para solugéo final de Tris-HCI 66
mM pH 7,9; acetato de magnésio 20 mM; acetato de potéssio 132 mM; soroalbumina bovina
(BSA) 0,2 mg.mL? — Thermo Scientific), 1 uL de Not1 (10 U.L™* — Thermo Scientific), 1 uL
de XBal (10 U.L*— Thermo Scientific) e 13 pL de agua Milli-Q estéril. Essa solucdo foi
incubada a 37°C por uma noite. Apos a digestdo, inativou-se as enzimas de restricdo a 80°C e
confirmou-se a separacdo da banda de bbl1 e a linearizacdo do vetor pExpyr em gel de agarose.
Essas bandas foram recortadas e purificadas com o kit Wizard® SV Gel PCR Clean-Up System
(Promega, USA). Ao término do procedimento, o extrato bbl1 foi recuperado em 20 pL de agua
Milli-Q estéril pré-aquecida por 10 segundos em micro-ondas e quantificado em Nano

Espectrofotémetro (NanoDrop 2000 — Thermo Scientific).
3.1.12. Ligacéo de bbl1l em pExpyr e confirmacao por digestdo dupla com Notl e XBal

Para a reagdo de ligacdo 2,5 pL da solugdo de extrato de bbll (60 ng.uL? obtida em
secdo 3.1.11) foi misturado a 1,7 pL de vetor pExpyr linearizado (30 ng.uL™? obtida apds
digestdo descrita na secédo 3.1.11., 1 uL de tampdo da T4 DNA ligase 10X, 1 uL de T4 DNA
ligase e 0,2 pL de agua Milli-Q estéril. A mistura foi mantida a 25°C por 1 hora e, em seguida,
armazenada a 10°C por uma noite. A proporcao de vetor : gene de interesse (1:3) utilizada foi
calculada segundo fabricante. O produto de ligacdo foi inserido em E. coli DH5a, plaqueadas
em meio LB+Amp e, em seguida, confirmou-se a presenca do gene bbl1l por PCR de colénia.
As colbnias positivas foram inoculadas em 150 mL de meio LB+Amp e mantidas a 37°C, 200
rpm overnight. As colénias foram centrifugadas a 5.000 g, a 4°C e 5 minutos. O sobrenadante
descartado e o precipitado de células E. coli transformadas com o plasmideo pExpyr+bbl1. Uma
por¢do do precipitado por suspendido em 1 mL de glicerol 10%, distribuidos em crio tubos e
mantidos a -80°C. A outra parte deste precipitado foi submetida a extracdo de DNA plasmidial
por PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega, USA). Ao término do procedimento, o

extrato pExpyr+bbll foi recuperado em 200 pL de agua Milli-Q estéril pré-aquecida por 10
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segundos em micro-ondas e quantificado em Nano Espectrofotometro (NanoDrop 2000 —
Thermo Scientific).

Por fim cerca de 1 pL da solugdo pExpyr+bbll (257 ng.uL?) foi digerido com Not1 e
XBal da mesma maneira que descrito em secdo 3.1.11.. Nessa reacdo foram realizados dois
controles: um contendo apenas os reagentes utilizados na reacdo de digestdo e um contendo o
vetor pExpyr+bbll sem os reagentes de digestdo, sendo que cada um foi mantido a 37°C
overnight. Cerca de 1 pL do produto de digestdo foi analisado em gel de agarose.

3.1.13. Sequenciamento automatico do plasmideo pExpyr+bbll

O sequenciamento do plasmideo foi realizado conforme o método de SANGER et al.
(1977) no Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(HCFMRP-USP, Ribeirdo Preto). As reacOes de sequenciamento foram realizadas com o kit
Big-Dye Terminator (Applied Biosystems — Foster-City, EUA), conforme as instrugdes do
fabricante. A analise do DNA foi feita em sequenciador automatico (ABI 3500 XL Genetic
Analyzer — Life Technologies, Carlsbad, EUA). Para o sequenciamento, amplificou-se o
plasmideo pExpyr+bbl1 no sentido foward e reverse (com os primers de bbl1) em duplicata. O
resultado do sequenciamento foi analisado no software BioEdit 7.1, para remogéo da sequéncia
constituinte ao pEXxpyr.

3.1.14. Alinhamento das sequéncias e modelagem molecular

O programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) foi utilizado para busca
de similaridade de sequéncias de aminoacidos e nucleotideos, assim como realizar 0s
alinhamentos com tais sequéncias semelhantes a de interesse. As sequéncias de proteinas foram
obtidas dos nucleotideos pelo software Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/). A
estrutura 3D de Bbll foi modelada utilizando o software  Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/) baseado na estrutura cristalina de lipase b de Candida
antarctica (nimero de acesso PDB: 4k6g, UPPENBERG et al., 1994). As figuras baseadas no
cristal e modelagens das estruturas 3D foram geradas no programa SwissPDB Viewer
(https://spdbv.vital-it.ch/), permitindo a determinacdo de bolsGes hidrofobicas e cavidades na
enzima, assim como a delimitacdo dos residuos da triade catalitica e da regido da “tampa” de

lipases.
3.1.15. Preparo de protoplastos e transformacao de Aspergillus nidulans

Inoculou-se esporos de A. nidulans A773 (pyrG89;wA3;pyroA4 - Fungal Genetics Stock

Center — St. Louis, MO, EUA) em placas contendo meio minimo suplementado com uracila e
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uridina 2,5 mg.L?, agar 2% e glicose 1%. Esta cepa é auxotrofica a uracila e/ou uridina,
requisitando-0s no meio de cultura. Cada 100 mL deste meio foi preparado com 5 mL de
solugéo de nitrato 20X (12% de NaNOs, 10,4% de KCI, 10,4% de MgSOa, 30,4% de KH2PO4),
0,1 mL de elementos tracos 1000X (2,2% de ZnSOs4, 1,1% de H3BOs3, 0,5% de MnCl, 4H-0,
0,5% de FeSO4 7H20, 0,16% de CoCl, 5H20, 0,16% de CuSO4 5 H-0, 0,11% de Na2MoO4 4
H20 e 5% de Na,EDTA), 0,1 mL de piridoxina (1 mg.L™). As placas foram mantidas a 37°C
por 3 dias. Apos esse periodo, 0s esporos foram suspensos e inoculados em 500 mL de meio
minimo liquido com uracila e uridina 2,5 mg.L ™ e glicose 1%. A suspensdo dos esporos utilizou
o préprio meio de cultura, cuja concentracéo final de 1 x 108 esporos.mL*. O frasco foi mantido
a 37°C por overnight. Em seguida, filtrou-se e lavou-se o micélio com 250 mL solucdo de
lavagem (MgSQO4 0,6 M) e apos isso, transferiu para um tubo cénico com 20 mL de solugéo
DSPS (KCI 1,1 M, &cido citrico 0,1 M, pH 5,8) contendo 100 mg de enzimas hidroliticas de
poli (1-3)-glucose de parede celular obtidas de Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich L1412)
e 100 mg de BSA (Sigma-Aldrich). A mistura foi mantida a 37°C por 2 horas. Em seguida
filtrou-se em Miracloth (Merck Millipore) e transferiu o filtrado, contendo protoplastos, em
novo tubo conico. Adicionou-se 50 mL de solu¢do STC (sorbitol 1,2 M, CaCl, 50 mM, Tris-
HCI 50 mM pH 7,5) e manteve a 4°C por 10 minutos. Em seguida centrifugou-se a 3.500 g por
10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se novamente solugdo STC seguida
de centrifugacdo; o precipitado de protoplastos foi suspendido em 1,5 mL de solugcdo STC.
Desta, misturou-se 150 uL de solucdo de protoplasto com 50 uL de solucdo de plasmideo
pExpyr+bbll e mantidos a 25°C por 10 min. Por outro lado, 150 puL da mesma solucdo de
protoplastos foram misturados a 50 pL de solugdo pExpyr ndo-digerido sem insercdo de vetor
(50 ng.pL? obtida em secdo 3.1.10.; a cepa resultante foi utilizada como controle para
visualizar se esse fungo produz lipases endogenas. Em seguida adicionou-se 2 mL de solucéo
PEG (60% de polietilenoglicol 4000 em solucdo de STC) e manteve ambas solu¢des em repouso
por 20 min. Por fim adicionou-se 12 mL de STC e inoculou as misturas em placas contendo
meio minimo suplementado com sorbitol 1,2 M e glicose 1%, em pH 7,5, a 37°C por até 5 dias
para obtencdo de coldnias. Nessa etapa ndo se adicionou uracila e uridina pois o plasmideo
pExpyr contém uma sequéncia pyrG a qual codifica uma oritidina 5’-fosfato descarboxilase
envolvida na biossintese de bases pirimidicas. Apds esse periodo, as colénias foram repicadas
em outras placas contendo meio minino com glicose 1%, porém distribuidas em marcacdo. A
linhagem de A. nidulans competente que foi transformada com o plasmideo pExpyr+bbll foi

denominada Anbiz+ € @ linhagem transformada com pExpyr vazio, Aubi1-.
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As condic¢Bes utilizadas para expressdo de bbll pela cepa Appiz+ foram: meio minimo
constituido de uma solugéo 5% de fonte de carbono, 0,1% de elementos tracos (2,2% de ZnSOa,
1,1% de H3BOs3, 0,5% de MnCl, 4H,0, 0,5% de FeSO4 7H,0, 0,16% de CoCl, 5H20, 0,16%
de CuSO4 5 H20, 0,11% de Na2MoOs 4 H20 e 5% de Na,EDTA), 0,1% de solucdo de sais de
nitrato 20X (12% de NaNO3, 10,4% de KCI, 10,4% de MgSOs, 30,4% de KH2PO4), 0,1% de
piridoxina (1 mg.L™), pH 6,5; e crescimento a 37°C. O uso da piridoxina é essencial visto a
mutacao no gene pyroA4, gene responsavel pela biossintese dessa molécula. A agitacdo foi um
parametro de estudo, portanto, seréa especificado ao longo das se¢des 1.5 e 1.6.

3.2. Metodologias analiticas
3.2.1. Reacao para deteccdo de atividade de lipase

Lipases atuam sobre o substrato p-nitrofenil-palmitato (pNPP — Sigma Aldrich)
liberando o 4-nitrofenol e &cido palmitico. Em pH alcalino, o 4-nitrofenol (pKa 7,17) &
convertido em 4-nitrofenolato o qual possui maxima absor¢do em 405-410 nm. Esse método €
ideal e simples para verificar a presenca desta enzima no extrato e o efeito de moléculas
exogenas (como ions, acidos graxos, solventes) ou condi¢cbes do meio aquoso (pH e
temperatura) sobre a lipase.

Para deteccdo de atividade lipolitica das amostras, foram realizados dois tipos de
metodologias: microensaios e ensaios. Ambos sdo idénticos quanto a composi¢do do meio
reacional, diferindo apenas do volume final. As condi¢des-padrdo foram tampédo Mcllvaine pH
6,0, contendo pNPP 12,0 mM (previamente dissolvida em alcool isopropilico, cuja
concentracdo de pNPP foi de 10% (m/v)), Triton X-100 0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich), goma
arabica 0,05% (m/v) (Sigma-Aldrich), amostra a ser analisada quanto atividade lipolitica 10%
do volume final da reacdo, 60°C e 5 min. Apds esse periodo é adicionada uma solucédo de
tetraborato de sddio saturado para uma propor¢do 1:1. Depois disso tudo, 100 pL da mistura
sdo transferidos para placas de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de 96 pocos e
absorbancia mensurada a 410 nm em leitor de placas (SpectraMax — Molecular Devices). Por
convencdo, 1 unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a 1 pmol.L™ de p-fenolato
formado por minuto de reacdo. Esse valor pode ainda ser quantificado em relacdo ao volume
de amostra utilizado, U.mL™; ou por quantidade em massa de proteina utilizada, U.mg™.
Visando a possibilidade de hidrolise espontanea do substrato sob essas condi¢fes, foram
adicionadas reagdes controle nas quais ndo havia adi¢do de enzima. Os valores de temperatura
e pH do meio reacional poder-se-iam variar dependendo da otimizacdo de hidrolise por

planejamento reacional (ver Material e Métodos 3.3.14., e as sec¢Oes 4.4.6. e 4.5.4.). Para 0s
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estudos de cinética, a concentracdo de pNPP no meio reacional foi diferente buscando satisfazer
respectiva metodologia (ver Material e Métodos 3.3.15). Desse modo, buscou-se enfatizar as
condi¢des especificas utilizadas em cada experimento.

Para o presente trabalho, os microensaios foram realizados em termociclador apenas no
intuito de detectar atividade lipolitica das cepas recém transformadas e verificar a melhor
temperatura para atividade hidrolitica (ver Resultado 4.1.7.). Para esta reacéo, 10 puL da amostra
contendo lipases, convenientemente diluida ao meio reacional, foi adicionada a 90 pL da
solucdo de tampédo Mcllvaine, contendo pNPP, Triton X-100 e goma arabica, em placas de PCR
de 96 pocos. Ao término dos 5 min de reacédo, adicionou-se 100 pL de tetraborato, seguindo-se
a leitura em leitor de placas. Ja os ensaios foram realizados em banho-maria, no qual 50 pL da
enzima diluida foi misturada em 450 pL de tamp&o Mcllvaine, com pNPP, Triton X-100 e goma
arabica. Completou-se a reagcdo com 500 pL de tetraborato seguida de leitura a 410 nm.

3.2.2. Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada usando um método semelhante de READ
e NORTHCOTE (1981) usado em nosso grupo de pesquisa. Para essa metodologia 100 pL de
amostra, previamente diluida em agua, eram misturados a 1 mL de solugéo reacional diluida
em agua destilada (solucéo reacional e agua em proporcao 1:4). Apos 5 min em temperatura
ambiente, essa mistura era transferida a uma cubeta de vidro e quantificava-se a absorbancia a
595 nm. A solucdo reacional consistia de 1 g de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Thermo
Scientific) dissolvido em 100 mL de alcool etilico 95% (v/v) e 200 mL de HsPO4 87% comercial
(Merck) e homogeneizado overnight. Apds isso, 2 mL desta solucédo estoque foi diluida em 2
mL de &lcool etilico 95% (v/v) e 4 mL de H3PO4 87% e adicionados 30 mL de agua destilada.
Curvas-padrdo com concentragdes de 10-100 pg.mL* de BSA foram utilizadas para determinar

a relacdo entre absorbancia e concentracdo de proteina.
3.2.3. Determinacéo de acgucares redutores totais no meio de cultura

A quantidade de acucar redutor total presente no meio de cultura foi determinado pelo
método do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), conforme MILLER (1959). Esse método foi
utilizado apenas no experimento de escalonamento (descrito em Material e Métodos 3.3.5. e
secdo 4.2.3.); para tal 100 puL da amostra a ser analisada foram misturados a 100 pL do reagente
de DNS (5 g de acido 3,5-dinitrosalicilico — Sigma-Aldrich, 150 g de tartarato de sddio e
potéassio, 150 mL de NaOH 2 M e 4gua gsp 500 mL). Em seguida as misturas eram fervidas por

5 min e posteriormente adicionados 1 mL de &gua destilada. O DNS reage com 0s agucares
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redutores e € convertido em acido 3-amino-5-nitrosalicilico, que possui coloracéo laranja. Para
quantificagdo, 200 pL deste produto foram transferidos a placa de ELISA de 96 pocos e
realizada leitura a 540 nm. Reacdes utilizando o reagente de DNS na presenga de diferentes
concentragdes de glicose foram realizadas com o intuito de se construir uma curva-padrao para

quantificacdo dos acucares redutores totais.
3.2.4. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida em condic¢Ges semi-desnaturantes

As eletroforeses em condigdes semi-desnaturante (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis — SDS-PAGE) foram realizadas de forma semelhante a
metodologia por LAEMMLI (1970). E dito semi-desnaturante pois o tamp&o de corrida no
contém [-mercaptoetanol, a concentracdo de SDS do tampé&o de corrida € menor em relacdo a
metodologia original e ndo ha fervura da amostra ap6s adigdo do tampéo de corrida (KNOW et
al., 2011). Os géis consistiam de uma sobreposi¢cdo do gel de empilhamento em uma matriz de
separacdo, solidificados entre duas placas de vidro cuja espessura era de 1 mm. A matriz de
separacdo consistia em solucdo acrilamida 12% (mistura de 2,0 mL acrilamida 30%, 1,3 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 50 puL SDS 10%, 50 pL de persulfato de amdnio (APS) 10%, TEMED
(tetrametiletilenediamino — Sigma-Aldrich) e 1,6 mL agua destilada). Apds a solidificacdo da
matriz de separacdo, adicionava-se a solucédo do gel stacking de acrilamida 3% (mistura de 0,5
mL de acrilamida 30%, 0,38 mL de Tris-HCI 1,0 M pH 6,8, 30 pL de APS, 50 pL de SDS 10%,
2 UL de TEMED e 2,1 mL de &gua destilada). O preparo da amostra consistia na concentracao
de 30-50 pg de proteina a um volume de 10 uL em Speed-Vac, seguido da adicdo de 5 pL de
tampao de corrida (mistura de 1,51 g de Tris, 15 g de sacarose, 4 g de SDS, 0,1 g de Azul de
Bromofenol (3,3,5,5-tetrabromofenolsulfonftaleina) e 100 mL agua, pH 6,8) e 5 pyL de
glicerina. As eletroforeses eram realizadas em tampéo de corrida pH 8,3 (Tris-HCI 25 mM,
glicina 192 mM e SDS 0,2%) a 10°C. Os primeiros 30 min de corrida eram a 80 V, e, apds esse
periodo, aumentava para 120 V e mantinha-se por no maximo mais 1 hora de corrida. O

marcador de massa molecular usado foi o Precision Plus Protein All Blue (Biorad).
3.2.5. Revelacdo proteica em gel de poliacrilamida

Duas metodologias foram utilizadas para revelacdo de proteinas em gel de
poliacrilamida: com Coomasie Brilliant Blue R-250 e por precipitacdo de prata. No primeiro, o
gel de poliacrilamida foi mantido em solucdo fixadora (alcool etilico com acido férmico 1,5%)
durante 1h. Em seguida, o gel foi hidratado em agua Milli-Q durante 10 min. Por fim, o gel foi

incubado com 20 mL de solugéo corante (0,1 g de Coomassie Brilliant Blue R-250 — Sigma
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Aldrich, 42 mL de metanol, 17 mL de acido acético glacial e 100 mL de &gua Milli-Q) por
overnight. Posteriormente o gel era imerso em solugéo dessecante, composta por metanol 50%
(v/v) e glicerol 1% (v/v) até o aparecimento de bandas de proteina.

Para colorag&o de prata, o gel foi fixado em solucdo fixadora (&lcool etilitico 50%, &cido
acético 10%) por 30 minutos. Em seguida, lavou-se com &gua Milli-Q 3 vezes por 5 minutos
cada lavagem e incubou-se o gel em solugdo de Na,S,03 5H,0 0,2 g.L ™ por 1 minuto. Seguida
lavagem com agua Milli-Q 3 vezes por 30 segundos cada lavagem. Incubou-se 0 mesmo em
solugdo de prata (AgNOs 2 g.L?, 0,75 mL formaldeido 37%) por 20 minutos e mantido em
agitacdo a temperatura ambiente. Revelou-se as bandas de proteina em imersdo na solucéo
Na,COs3 60 g.L?, 0,5 mL.L? de formaldeido 37%, 20 mL.L™ de Na;S,03 5H.0 0,2 g.L % A

reacao de foi interrompida com solucéo de acido acético 15%.
3.2.6. Revelacdo de atividade lipolitica em gel de poliacrilamida

O gel era equilibrado em tampé&o Tris-HCI 25 mM pH 8,0 contendo Triton X-100 2,5%
por 30 minutos. Esse passo permitia a remocdo de SDS remanescente proveniente da
eletroforese. Em seguida, incubava-se o gel em tampédo NasPO4 0,1 M pH 7,0 por 30 minutos
e, posteriormente, em 20 mL de solucéo reacional (50 mL de tampao NazPOs 0,1 M pH 7,0, 5
mL de n-propanol, 0,5 mL de acetona, 60 mg de Fast-Blue RR — Sigma-Aldrich, 20 mg de o-
naftil-acetato ¢ 16 mg de B-naftil-acetato). A hidrolise dos substratos, por lipases, promove a
liberagdo de a e B naftol capazes de interagir com o sal de diazonio (Fast-Blue RR) através de
grupos nitrila. Essa reacdo leva a formacdo de complexos que sdo visualizados como bandas

escuras no gel de poliacrilamida.
3.3. Procedimentos experimentais
3.3.1. Expressdo de enzima recombinante

Cada linhagem de Apbiz+, obtida em secdo 3.1.15. foi inoculada em 10 mL de meio
minimo liquido em placas acrescido de maltose 5% (m/v) e tampdo HEPES (acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazin etanol sulfénico — Sigma Aldrich) 100 mM pH 6,0, os quais foram
mantidas a 37°C. O repique foi através de uma leve raspagem na superficie da coldnia e imersao
da ponta da alca no meio de cultura. Apds 64 horas, as culturas foram filtradas em bomba a
vacuo, separando-se o micélio do sobrenadante. O micélio foi lavado com solucdo de lavagem
(MgS0.0,6 M), macerados com areia (previamente tratada com &cido sulfdrico e acido nitrico
(3:1)) sobre gral de porcelana a 4°C e ressuspendido em 15 mL de tamp&o NasPOs 10 mM pH

7,0 contendo NaCl 500 mM. A mistura foi sonicada por 10 minutos (S-30H, Elmasonic —
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EIma®) para liberagio de enzimas e rompimento de células em pressdo osmdtica, e em seguida
centrifugada a 5.000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi dialisado em sacos de
nitrocelulose (previamente tratados com CaCO3 20% a 100°C) com agua destilada. Ap6s 1 hora
despejou-se a &gua da didlise e repetiu esse mesmo procedimento por mais 1h. Por fim, dialisou-
se a amostra em tampao NasPOs 10 mM pH 7,0 por 2h. As amostras obtidas do sobrenadante e

do extrato intracelular foram quantificadas quanto a atividade hidrolitica em microensaios.
3.3.2. Comparacgéao do extrato de Apbiz+em relagdo ao WT e App-

Apds a escolha da placa-mde com melhor atividade de lipases extracelular em se¢éo
3.3.1. (ver também sec¢do 4.1.7.), procedeu a verificar se A. nidulans A773 expressa lipases
enddgenas e se 0 sistema de expressdo heterdloga € mais vantajoso em termos de abundancia
em relacdo ao B. bassiana. Para tal as cepas Aopii+ € Appiz- foram inoculadas (com 1 mL de
solucdo 1 x 108 esporos.mL™) em 25 mL de meio minimo com maltose 5% (m/v) com HEPES
100 mM pH 6,0 em Erlenmeyers de 125 mL e incubadas a 37°C, sem agitagdo. Apos 64h, os
meios foram filtrados, os micélios descartados e os sobrenadantes quantificados em ensaios de
atividade lipoliticas e concentracdo de proteina. Este resultado foi comparado com os obtidos
de WT (descrito em Material e Métodos 3.1.2). Cada cepa foi inoculada em trés Erlenmeyers
e todo o experimento foi repetido 3 vezes. Ao final, os sobrenadantes das cepas Apbi+ € Abbl-
foram agrupados e revelados em gel de poliacrilamida, para deteccdo da banda de lipase de
interesse. Ainda com o sobrenadante de Appii+, realizaram-se microensaios em faixa de
temperatura de 40-80°C em termociclador, permitindo a determinacdo de temperatura ideal

para hidrélise de pNPP.
3.3.3. Efeito do xarope de milho e tampé&o fosfato no meio de cultura

Com intuito de verificar o efeito da substituicdo da maltose e do tampdo HEPES por
xarope de milho (Marvi — Cargill Agricola S. A., Sdo Paulo) e tampao NaszPOs, a cepa Abpii+
foi inoculada (com 1 mL de 1 x 108 esporos.mL™) em Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL
em meio minimo com: maltose 5% sem qualquer espécie de tampéo (malt); maltose 5% com
tampao HEPES 100 mM pH 6,0 (malt + HEPES); maltose 5% com tampao NasPOs 100 mM
pH 6,0 (malt + PO); xarope de milho com tamp&o NasPOs 100 mM pH 6,0 (xaro + PO); e 0

meio xaro + PO em agitacdo constante de 150 rpm (xaro + PO + agi). Todos os cultivos foram

incubados a 37°C por até 64h. Ao término desse periodo os meios foram filtrados, os micélios

descartados e os sobrenadantes quantificados em ensaios de atividade lipoliticas e concentracdo
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de proteina. Estes mesmos sobrenadantes foram concentrados e analisados quanto o perfil
proteico em géis de eletroforese.

Paralelamente, foi realizado um screening da cepa transformante em meio xaro + PO +
agi nas mesmas condicdes de incubacdo quanto a producgéo de lipases. Em intervalos de 24
horas, aliquotas de 2 mL do cultivo eram transferidos a Eppendorfs e centrifugados a 5.000 g,
4°C e por 10 minutos. O sobrenadante era submetido a ensaios de atividade enzimatica e o
pellet de micélio descartado. Esse screening durou ao todo 72 horas.

3.3.4. Efeito da glicose na expressdo de bbll

O cultivo de Apniz+ foi submetido a glicose para averiguar se 0 mesmo atuaria sobre a
expressao de bbl1l. Em um primeiro grupo de teste, Apbiz+ foi inoculado (com 1 mL de solucéo
1 x 108 esporos.mL™) em Erlenmeyers contendo 25 mL de meio minimo contendo xarope de
milho 5% e tampé&o NasPO4 100 mM pH 6,0 e incubados a 37°C por 150 rpm. Apos 16 horas
de incubacdo foram adicionados uma solucao de glicose, em tampéo NazPOs 100 mM pH 6,0,
para que as concentragdes finais dos cultivos fossem 50, 100 e 250 mM de glicose. Em um dado
grupo, nao foi adicionado solucao de glicose. No tempo de adicdo (16 horas) até 48 horas de
crescimento, aliquotas de 2 mL eram extraidas dos cultivos, transferidas a Eppendorfs,
centrifugadas a centrifugados a 5.000 g, 4°C e por 10 minutos. O sobrenadante era submetido
a ensaios de atividade enzimatica e o pellet de micélio descartado.

Em um segundo momento, a cepa foi inoculada nas mesmas condigdes, porém agora
em meio contendo glicose 1% (Sigma-Aldrich > 99,5%). Apo6s 16 horas de incubacao
adicionou-se solucdo de xarope de milho para que a concentracdo final fosse 5%. Em um grupo
adicionou-se glicose para concentracdo final 5% ao invés do xarope de milho. Em seguida,
aliquotas de 2 mL destes cultivos eram obtidos em intervalos de 1h, centrifugados e

quantificados quanto atividade enzimatica.
3.3.5. Estudo de escalonamento

A cepa Appin+ foi inoculada (com 10 mL de 1 x 108 esporos.mL™) em dois Erlenmeyers
com 150 mL de meio minimo suplementado de xarope de milho 5%, tampdo NasPO4 100 mM
pH 6,0 e incubados a 37°C com 150 rpm de agitacdo. Apds 18 horas de crescimento, 43 mL
foram transferidos deste pré-indculo a Erlenmeyer de 2 L, contendo 500 mL deste meio, € em
seguida incubado a 37°C e com agitacdo de 150 rpm. O remanescente do pré-inéculo foi
adicionado a um biorreator (BioFlo 310 — New Brunswick) com 3,2 L do mesmo meio, porém

sem tampao e acrescido de 350 pL de antiespumante (Sigma-Aldrich). N&o se utilizou tampao
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pois 0 biorreator possui um sistema de regulacdo de pH com H>SO4 e NaOH. O biorreator
operou em batelada simples com aeragdo de 3,3 v.v.m., cuja injecdo foi continua por meio de
um filtro estéril. A rotacdo do motor de biorreator foi de 250 rpm e a temperatura mantida a
37°C. O intuito de realizar-se um pré-indculo foi para desconsiderar a fase lag de crescimento
microbiano no estudo de escalonamento.

A cada 3 horas de cultivo, aliquotas de 15 mL do biorreator e 3 mL do Erlenmeyer eram
transferidos para tubos conicos. Esse procedimento foi realizado ao longo de 96 horas. Essas
amostras eram filtradas em bomba a vacuo, separando-se o micélio e o sobrenadante. Os
micélios eram submetidos a secagem por calor em desumidificador (Moisture Analyzer — MS-
70, AND) e mensurados quanto a biomassa seca. Os sobrenadantes, submetidos a ensaios de
atividade lipolitica, concentracdo de proteina e aclcar redutor pelo método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS — Material e Métodos 3.2.3). Todos esses valores foram convertidos em
razdo L do cultivo (por exemplo: g.L™— grama de biomassa por litro de cultivo).

Os valores de biomassa foram convertidos em suas formas logaritmo na base natural
para determinacao das fases de crescimento (MAIER, 2009). Conforme AHMAD e HOLLAND
(1994), utiliza-se a fase log do crescimento para determinar os parametros cinéticos comumente
utilizados em inddstria, sendo estes: o —taxa de crescimento, que denota o valor que a biomassa
multiplica-se por hora de cultivo (h™); gs— taxa especifica do consumo de agtcar por unidade
de biomassa por hora de cultivo (g.g™*.h™); gewi1 — taxa especifica da producéo de atividade
enzimatica por unidade de biomassa por hora de cultivo (U.g™.h™); Yy« — sintese de biomassa
por consumo de agicar (g.9%) e Yseoin — sintese de unidades enzimaticas de lipase por consumo

de acuicar (U.gY). As formulas utilizadas para cada parametro sdo (Equagdes 4-8):

. In(X;—-X .
Taxa de crescimento (h?) = % (Equacéo 4)
1~ to
. , 51—S .
Taxa especifica de consumo de aclcar (g.g*.h?) =| 11_ Xg | (Equacéo 5)
t1—to
. - . U, - U «
Taxa especifica de producio de atividade de lipase (U.gt.h?) = X11_ XOO (Equacéo 6)
t1—to
. . . 1\ — X1 —Xo ~
Sintese de biomassa por consumo de agucar (g9.g™) = . (Equacéo 7)
1~ 20
U, —
Sintese de atividade de lipase por consumo de agticar (U.g™t) = — (Equacéo 8)
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sendo que X1 corresponde a biomassa no final da fase log; xo, @ biomassa no inicio da fase log;
ty indica o tempo em que se termina a fase log; to, 0 tempo de inicio da fase log; S1 corresponde
a concentracdo de acUcar redutor ao final da fase log; So, a concentracdo de agUcar redutor no
inicio da fase log; Ui corresponde a atividade de lipase no final da fase log; e Uo, 0 valor de
atividade de lipase no inicio da fase log.

3.3.6. Purificagéo de Bbll

A purificagdo usufruiu de uma metodologia semelhante a VICI et al. (2015). Para tal, 3
L de sobrenadante do cultivo em biorreator ap6s 96 horas de crescimento (se¢do 3.3.5.) foi
concentrado para um volume de 100 mL em Hollow Fiber Cartrige 30.000 MMWC (QuixStand
Benchtop System). Em seguida adicionou-se agua destilada a um volume final de 1 L e repetiu-
se a concentragdo até 100 mL. Esse passo foi repetido mais 1 vez. Por fim, adicionou-se tampé&o
NazPOz 10 mM pH 6,0 até volume de 1 L e concentrou a amostra para 100 mL novamente.

Em seguida, essa amostra foi aplicada em uma coluna de Octyl-Sepharose (20,0 x 2,0
cm) (GE, Healthcare) previamente equilibrada em tampao NasPO4 10 mM pH 6,0. A velocidade
de eluicdo foi de 0,5 mL.min%, coletando-se cerca de 2 mL do eluente em tubos através do
coletor automatico (GE, Healthcare). Apds a eluicdo completa da amostra, foram aplicados 100
mL de tampdo NaszPOs 10 mM pH 6,0 na coluna para remogéo de proteinas ndo-aderidas a
matriz hidrofobica. O eluente era quantificado quanto a atividade de lipase e concentracdo de
proteinas. Em seguida aplicaram-se 200 mL de solucéo de Triton X-100 0,5% (v/v) em tampéo
NasPO. 10 mM pH 6,0 na coluna para eluicdo de Bbll. A velocidade foi de 0,5 mL.min™,
coletando-se 2 mL do eluente em tubos os quais foram submetidos a dosagem lipolitica e
concentracdo de proteinas. Apenas 0s tubos contendo atividade de lipase foram reunidos e
submetidos a proxima etapa, totalizando um volume de aproximadamente 60 mL.

Para remocéo do detergente, esses 60 mL foram aplicados em uma coluna de DEAE-
celulose (35,0 x 2,0 cm) (Sigma-Aldrich) previamente equilibrada em tampdo NasPOs 10 mM
pH 6,0. A velocidade de eluicdo foi de 0,25 mL.min, obtendo-se 2 mL de eluente em tubos.
Em seguida foi aplicada uma série eluotropica na qual as proteinas desta coluna foram eluidas
no mesmo tampdo em concentracdo crescente linear de NaCl (de 0 até 1,5 M), sendo obtidos
200 mL de amostra com atividade de lipase. Em seguida, realizou-se dialise em membrana de
nitrocelulose com agua destilada por 1 hora em duas repeticoes, seguida de solugdo de tampéo
NasPO4 10 mM pH 6,0 por 2 horas. A pureza da amostra eluida foi confirmada por gel de

poliacrilamida. Todos os passos dessa purificagdo foram realizados a 25°C.
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3.3.7. Efeito dos surfactantes em Bbll

Em um primeiro momento, a solugdo de Bbl1 purificada na etapa 3.3.6. foi diluida 50
vezes em tampdo Mcllvaine pH 6,0 e submetida a dosagem enzimatica. Especificamente para
esse experimento, o meio reacional utilizado ndo continha Triton X-100 e goma arabica, mas
sim diferentes surfactantes que foram adicionados somente no momento da reagéo: Tween-20
(Sigma-Aldrich), Tween-80 (Sigma-Aldrich), Triton X-100, Triton X-100 com goma arabica,
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate — Sigma-Aldrich) e CTBA (Brometo de hexadeciltrimetilamdénio
— Sigma-Aldrich). A concentragdo final de cada detergente no meio reacional foi de 0,1%.
Apenas para o conjunto Triton X-100 com goma arabica as concentraces finais foram
respectivamente 0,1% e 0,05%. Reacdes sem adicdo de surfactante foram utilizados como
controle. Esse experimento teve por finalidade averiguar o efeito do surfactante sobre a
atividade de hidrdlise de pNPP por Bbl1.

Em um segundo momento, a solucéo de Bbl1 purificada foi diluida 50 vezes em tampéo
Mcllvaine pH 6,0, em volume final de 2 mL, com adi¢cdo dos surfactantes para uma
concentracdo final de 0,5%. Essa mistura foi mantida por 24 horas em temperatura ambiente e
agitacdo constante. Apos esse periodo, 50 pL destas misturas foram submetidos a dosagem
enzimatica. Os valores de atividade enzimatica obtidos foram comparados com 0s mesmos no
tempo inicial do experimento, obtendo-se uma atividade residual; expressa em porcentagem.
SolucGes sem adicdo de surfactante foram utilizados como controle. Esse experimento teve por

finalidade verificar a estabilidade de Bbl1 frente a esses surfactantes.
3.3.8. Efeito de sais e 2-mercaptoetanol na atividade de Bbll

Primeiramente, 10 mL de solucdo de Bbl1 purificada (secéo 3.3.6.) foram dialisados em
EDTA 100 mM. Em seguida, essa aliquota foi diluida 50 vezes em tampao Mcllvaine pH 6,0 e
submetida a ensaio lipolitico. Para o intuito deste experimento, diferentes sais e 2-
mercaptoetanol foram adicionados a concentracdo final de 1 mM e 5 mM no momento da
hidrélise de pNPP. Foram testados os seguintes sais: KCI, NaBr, Pb(C2Hs0z), CaCl,, CuSOQa,
AlICl3, MgCl,, CoClz, MnCl., BaCl,, NH4CI, NaCl, Zn(NOz)2. Os valores de atividade de Bbll
com cada um destes sais foram comparados a dois controles: um controle negativo, que
continha Bbl1 sem estar dialisada com EDTA e sem adi¢cdo de sal no momento da reacdo de
hidrolise; e um controle positivo, que continha Bbl1 dialisada com ETDA, porém sem adicédo
de sal na hidrélise. O intuito desse experimento foi verificar se ions poderiam atuar como
cofator ou inibidor de Bbl1 na hidrdlise de pNPP.
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Em um segundo momento, a solugdo Bbl1 dialisada em EDTA foi diluida 50 vezes em
duas solucbes: uma em tampdo acetato 100 mM pH 6,0, e a outra em agua destilada.
Posteriormente, ambas foram submetidas a ensaios de atividade de lipase utilizando tampao
acetato de sodio 100 mM pH 6,0 e &gua, respectivamente. Os valores de atividade de Bbll
nestas reacdes foram comparadas ao valor de atividade enzimética de Bbl1 no controle positivo,
descrita anteriormente. O intuito dessa parte foi averiguar se os ions citrato, fosfato, ou acetato
afetariam a atividade de Bbl1.

Como terceira parte do experimento, realizou-se 0 mesmo teste com os diferentes sais
e 2-mercaptoetanol, porém dessa vez usufruiu-se do tampao acetato 100 mM pH 6,0 no lugar
do tampdo Mcllvaine. O intuito foi verificar se os ions citrato e fosfato (constituintes do tampéo
Mcllvaine) estariam interferindo no teste de sais sobre hidrélise de pNPP, descrito na primeira
parte dessa se¢éo.

Por fim, caso algum sal provocasse inibi¢éo ou ativacao da atividade de Bbl1 em tampéo
acetato, realizar-se-ia novamente a referente reagdo de hidrolise em tampéo acetato 100 mM
pH 6,0, porém adicionando-se sais de citrato de sédio (100 mM final), ou fosfato de sodio (200
mM). Essa parte do experimento teve por finalidade verificar quais dos ions, citrato ou fosfato
do tampédo Mcllvaine, estariam interferindo no teste de sais; demonstrado na primeira parte

deste experimento.
3.3.9. Efeito de solventes organicos

Avaliou-se a estabilidade de Bbl1 em solventes organicos; ciclohexano, acetato de etila,
metanol, etanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol, DMSO (Dimethyl sulfoxide) e acetato de
etila. A solucdo de BbI1 purificada (secédo 3.3.6.) foi diluida 50 vezes em 1 mL de tampao
Mcllvaine pH 6,0 e 1 mL de solventes organicos. Essa mistura foi mantida por 24 horas em
temperatura ambiente e agitacdo constante. Apos esse periodo, 50 pL destas misturas foram
submetidos a dosagem enzimatica. Os valores obtidos foram proporcionados com 0s mesmos
no tempo inicial do experimento, obtendo-se uma atividade residual; expressa em porcentagem.
Uma solucédo controle foi elaborada, utilizando tampdo Mcllvaine pH 6,0 no lugar de solvente

organco.
3.3.10. Imobilizacéo de Bbll em suportes de interacéo hidrofobica e i6nica

A imobilizacdo em suportes hidrofébicos foi procedida em matrizes comerciais Octyl-
Sepharose (GE - Healthcare), Butyl-Sepharose (GE — Healthcare) Phenyl-Sepharose (GE —

Healthcare) Sepabeads C-18 (GE - Healthcare). A adsorcdo em suportes idnicos foi testada nas
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resinas DEAE-celulose (Sigma-Aldrich), MANAE-agarose e PEl-agarose (previamente
preparadas conforme manual do fabricante).

Para esse experimento de imobilizagéo, 2 gramas de suporte foram misturados a um
volume de extrato bruto, obtido em secdo 3.3.5., contendo 435 U totais de hidrolise de pNPP.
Em seguida, adicionou-se a essa mistura tampdo fosfato de soédio pH 7,0 para que a
concentracéo final fosse 10 mM de tamp&o. Essa mistura foi mantida em agitacéo de rolos a
4°C. Periodicamente, foram retiradas aliquotas da suspenséao e do sobrenadante, e, em seguida,
submetidas a ensaios de atividade de lipases por hidrélise de pNPP. Essa primeira parte do
experimento teve por finalidade observar o perfil de imobilizacdo de Bbll nos referidos
suportes, buscando observar qual a porcentagem do valor de atividade oferecida a imobilizacéo
foi adsorvida no suporte. Paratal, os valores de atividade do sobrenadante e do derivado foram
expressos em atividade relativa em relacéo as 435 U iniciais, o qual, portanto, corresponde ao
valor de 100% de atividade. Os periodos estudados foram: 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 1440
minutos.

Para fins de normatizacdo: suspensdo € o termo correspondente a fracdo da mistura
contendo o derivado de imobilizacdo e o sobrenadante (Suspensdo: Derivado + Sobrenadante);
0 sobrenadante corresponde a porcédo da mistura sem o derivado; ja o derivado é o termo
correspondente ao suporte hidrofobico ou idnico ligado a enzima Bbl1. O derivado foi separado
da suspensdo com auxilio de um filtro acoplado na ponteira da pipeta. Em vista do que foi
descrito, o valor de atividade do derivado correspondeu a diferenca entre o valor de atividade
enzimatica obtido da suspenséo e, do sobrenadante.

Em seguida, ao término de 24 horas de imobilizacdo, os derivados foram filtrados,
lavados com &gua destilada e armazenados a 4°C. Como segunda parte dessa se¢do
experimental, construiu-se uma tabela contendo parametros de imobilizacdo, para o periodo de

24 horas, os quais foram: retencdo, que representa a proporcao entre atividade enzimatica do

sobrenadante removida pelo suporte em relacédo as 435 U iniciais; atividade relativa, definida
pela razdo entre atividade enzimatica total no derivado em relacdo as 435 U oferecidas a

imobilizacdo; e atividade especifica que representa a atividade no derivado por grama de

suporte utilizado na imobilizacao.

Para todos o0s experimentos descritos nessa secdo, utilizou-se um controle de
imobilizacdo de agarose ndo-ativada. Esse controle foi elaborado misturando um volume de
extrato bruto contendo 435 U de atividade de hidrolise e 2 gramas de agarose ndo-ativada, cuja

solucdo final foi submetida as mesmas condi¢Ges e analises descritas anteriormente. Esse
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controle permitiu verificar se Bbll permaneceria estavel nas condi¢des de temperatura e pH

utilizadas no experimento.
3.3.11. Imobilizacéo de Bbll em suporte CNBr-Sepharose

Esse foi o Unico suporte de interagdo covalente utilizado no trabalho. Para tal, 2 g de
CNBr-Sepharose (Amersham Biosciences) foi ativado com 50 mL de agua levemente &cida
com HCI, durante 90 minutos a 25°C, em agitacdo constante. Em seguida, filtrado e
imediatamente utilizado na imobilizacdo de Bbll. A reacdo de imobilizagdo procedeu-se da
mesma forma que em se¢édo 3.3.10.; 435 U totais de atividade de Bbl1 foram misturados a 2 g
desta resina. Adicionou-se uma solucdo de tampao fosfato de sédio pH 7,0, cuja concentracao
foi 10 mM deste tampdo em solucdo. Essa mistura permaneceu em agitacdo por 20 minutos a
4°C. Posteriormente o derivado foi filtrado, lavado e incubado com solucéo de etanolamina 1
M pH 8,0 por 1h. Esse procedimento blogueia os grupos ativados de CNBr remanescentes que
poder-se-iam interagir com Bbll. Em seguida o derivado foi lavado com &gua destilada e

armazenado a 4°C.
3.3.12. Estabilidade da atividade enzimatica em diferentes temperaturas

Verificou-se a estabilidade térmica de Bbl1 purificada ndo-imobilizada ou imobilizada.
O intuito desse experimento foi verificar o ganho ou perda de estabilidade da enzima Bbl1 apds
a imobilizacdo e relatar quais valores de temperatura Bbl1 mantém-se nativa por mais tempo.
Para tal, a solucdo de Bbll purificada, obtida na secdo 3.3.6., foi diluida 50 vezes em tampéo
Mcllvaine pH 6,0, e 40 mg de cada derivado foram diluidos neste mesmo tampéo. O volume
final de ambas as solugdes foi de 2 mL. Essas solu¢bes foram incubadas em diferentes
temperaturas e, periodicamente, retiravam-se aliquotas de 50 pL de ambas as solu¢des as quais
foram submetidas a hidrélise de pNPP (cujas condicbes de temperatura e pH foram
especificadas em cada experimento na secdo dos resultados). Os valores de atividade obtidos
da enzima Bbl1, ndo-imobilizada ou imobilizada, foram proporcionados com o valor de
atividade obtido no tempo inicial de incubacdo em cada temperatura. As temperaturas avaliadas
foram: 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Os periodos analisados foram: 2, 4, 8, 24 e 48 horas. Em
seguida, foram determinados os valores de tso € Kqesn para cada temperatura, segundo CHAPLIN
e BUCKE (1990), e PRAJAPATI et al. (2013):

0,693

ts5o = ——
kdesn

(Equacéo 1)
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A partir de kqesn nas diferentes temperaturas determinou-se a energia de desnaturacao
(Ea), segundo Arrhenius (PRAJAPATI et al., 2013)

E, <
ln(kdesn) =Ap— F(? (Equagao 3)

sendo Ao definida como constante de Arrhenius, R a constante gases universal, T a temperatura
em Kelvin e Kqens @ constante cinética. Os valores de temperatura para a equacdo de Arrhenius

foram convertidos em Kelvin, conforme demanda a literatura.
3.3.13. Estabilidade da atividade enzimética a diferentes valores de pH

Verificou-se a estabilidade de Bbll n&o-imobilizada ou imobilizada em diferentes
suportes frente a valores de pH. O intuito desse experimento foi verificar o ganho ou perda de
estabilidade da enzima Bbl1l apds a imobilizagdo e relatar em quais valores de pH Bbll
manteve-se nativa por mais tempo. Paratal, a Bbl1 purificada, obtida na se¢éo 3.3.6., foi diluida
50 vezes em tampédo Mcllvaine pH 3, 4, 5, 6, 7 e 8, e tampao glicina 200 mM pH 9 e 10. J& 0s
imobilizados, 40 mg de cada derivado foram diluidos nestes mesmos tampdes. O volume final
de ambas as solucgdes foi 2 mL. Periodicamente, retiravam-se aliquotas de 50 pL as quais foram
submetidas a hidrolise de pNPP (cujas condicdes de temperatura e pH foram especificadas em
cada experimento na secdo dos resultados). Os valores de atividade foram proporcionados com
o valor de atividade enzimatica obtido no tempo inicial de cada experimento, expressos em
atividade relativa. Os periodos avaliados foram: 1, 2, 3, 6, 24 e 48 horas. Valores de tso foram
determinados a partir destes resultados.

A temperatura de incubacdo foi condizente com o valor de estabilidade térmica para
Bbl1l ndo-imobilizada ou imobilizada. Néo foi estudada a estabilidade dos suportes idnicos
(DEAE-celulose, MANAE e PEI) nos pH 3, 4, ou 5, visto que nesses valores, a enzima Bbll
desassocia-se do suporte. Além disso, comparou-se o valor de atividade de Bbll, ndo-
imobilizada ou imobilizada, em tampéo glicina pH 8,0, 200 mM, com a atividade de Bbl1 em
tampao Mcllvaine pH 8,0; a intencdo disso foi observar se a espécie quimica do tampao poderia
ser agente na alteracdo da atividade enzimatica, em sobreposicdo a influéncia do pH

propriamente dita.
3.3.14. Otimizacao de experimentos para hidrélise de pNPP

A partir de um planejamento de experimentos, determinou-se os valores de pH e
temperatura ideais para hidrélise de pNPP tanto da enzima ndo-imobilizada quanto aderida em

Octyl-Sepharose, DEAE-celulose e CNBr-Sepharose. A escolha destes trés derivados foi pela
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maior estabilidade frente a pH e temperatura. Foi realizado um conjunto de 11 experimentos,
trés dos quais foram repeticdes dos pontos centrais. Os valores codificados de temperatura e pH
estdo nos resultados (ver Resultados 4.4.6. e 4.5.4.) por mera conveniéncia normativa. Para
tal, Bbll purificada foi diluida 50 vezes em &gua destilada, ja os derivados, 40 mg de cada
imobilizado foram suspensos em agua destilada. Dessa mistura, 50 puL foram utilizados para
hidrélise de pNPP. O meio reacional de hidrolise de pNPP utilizado est4 descrito em secéo
3.2.1., porém o valor de pH do tampdo Mcllvaine e temperatura modificou-se dependendo do
ensaio.

A resposta deste experimento permitiu correlacionar a atividade enzimatica e esses dois
parametros estudados em uma equacdo polinomial. Para a Bbll ndo-imobilizada, o resultado
foi expresso em U.mL™? de solucéo, ja para essa enzima imobilizada, expressa em U.g? de
derivado. Um teste ANOVA foi utilizado para verificar a significancia estatistica dos
coeficientes de regressdo. O software Statistica v.11.0 foi usado para analisar os dados

experimentais.
3.3.15. Analise e tratamento dos dados cinéticos

A solucdo de Bbl1l ndo-imobilizada, imobilizada no suporte de Octyl, e a lipase de
Palatase® 20.000L (Novozyme) foram estudadas quanto o perfil cinético. A lipase da Palatase
foi purificada da mesma maneira que descrita em secdo 3.3.6. Os parametros cinéticos (Vmax,
velocidade maxima (U.mg? - atividade enzimatica por miligrama de enzima); Kogs,
concentragdo de substrato equivalente a 50% da Vmax (em mM); Keat, NUmMero de turnover (em
s1); n, coeficiente de Hill; e keat/Kos (MM.s) foram determinados por regressdo ndo-linear
empregando o software GraphPad Prism 6.0. A hidrolise de pNPP foi conforme secéo 3.2.1.,
porém variando-se as concentracdes de substrato de 0,24 — 5,01 mM. Os valores de temperatura
e pH utilizados respeitaram seus respectivos planejamentos experimentais, e para Palatase,
conforme manual do fornecedor.

Como segunda parte do experimento, a partir dos valores de Kca da hidrolise de pNPP,
em diferentes temperaturas, obteve-se a energia de ativacao (Ea) da reacdo por meio da equacao
de Arrhenius (Equacéo 3). Os valores de ket foram determinados nas seguintes temperaturas:
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75°C. Para todo o experimento descrito nessa secdo, as
concentracdes de Bbll ndo-imobilizada e imobilizada, e de lipase da Palatase, utilizadas no
momento da reacdo, foram, respectivamente, 9 x 10°, 5x 10° e 2,5 x 102 mg.mL (ANEXOS
DeE).

3.3.16. Inibigdo dos acidos graxos oleico e linoleico sobre hidrdlise de pNPP
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Primeiramente, desejou-se determinar os valores de Clso dos acidos graxos oleico e
linoleico na hidrdlise de pNPP, utilizando Bbl1 ndo-imobilizada ou imobilizada em Octyl. Para
tal, procedeu-se a hidrolise de pNPP, em concentracdo saturante conforme secdo 3.2.1.,
acrescentando diferentes concentragdes dos &cidos graxos oleico (Sigma-Aldrich) e linoleico
(Sigma-Aldrich) no meio reacional. As concentra¢fes dos acidos graxos presentes no momento
reacional foram: 0,10 — 9,09 mM para acido oleico; e 0,10 — 6,52 para acido linoleico. As
solucBes de acidos graxos adicionadas foram preparadas em alcool isopropilico, na propor¢édo
1: 2 (4cido graxo : isopropanol).

Na segunda parte do experimento, avaliou-se os parametros cinéticos (conforme
descrito na secdo 3.3.15) na presenca dos acidos oleico ou linoleico, cujas concentracdes no
meio reacional foram 0,5, 1,0 e 2,0 mM. Os valores de Vimax € Kos foram avaliados em teste de
ANOVA para verificar diferencas significativas entre os grupos estudados. Para todo o
experimento descrito nessa se¢do, as concentracfes de Bbll ndo-imobilizada e imobilizada

foram, respectivamente, 9 x 10° e 5 x 10®° mg.mL™* no meio reacional (ANEXOS D-F).

3.4. Estudo de viabilidade de células de glioblastoma LN-18 e fibroblasto CCD-1072Sk na

presenca de hidrolisados do 6leo de acai e buriti
3.4.1. Hidrdlise dos 6leos de buriti e acai

Neste procedimento, cerca de 1400 U totais de extrato bruto foram imobilizados em 6
g de Octyl-Sepharose por 24 horas e em temperatura de 4°C. Em seguida esse derivado foi
filtrado, lavado com agua destilada, ressuspendido em 60 mL de tampdo fosfato de sddio 25
mM pH 7,0 e misturado a 60 g de PEI (polietilenoamino — Sigma-Aldrich). Essa solucao foi
mantida em agitacao a temperatura de 4°C por overnight. Apos isso, o derivado Octyl coberto
pelo PEI foi filtrado e lavado com agua destilada abundantemente.

Esse derivado foi incubado em solucéo reacional de hidrdlise de dleos acai ou buriti por
48 horas: 3 g de derivado, 15 mL do 6leo de acai ou buriti (Mundo dos Oleos), 60 mL de agua
destilada, a 57°C e rotacdo de 200 rpm. Apos esse periodo, 0 meio reacional de hidrélise de
cada Oleo foi filtrado em bomba a vacuo com filtro de fundo de cerdmica, removendo-se 0
derivado. Os sobrenadantes desta filtracdo foram despejados em funis de separacdo. Adicionou-
se 70 mL de hexano aos funis agitando suavemente e, em seguida, manteve a mistura em
repouso por 30 minutos. Apos esse periodo observou-se a formacdo de um sistema bifasico;
uma camada polar (na porcdo inferior) e outra camada apolar retida no hexano (ha porcéo

superior). As fases polares e apolares do hidrolisado de buriti e agai foram separados, cada qual
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continha cerca de 50 mL e 70 mL, respectivamente. As fases apolares foram estocadas em
temperatura de -20°C até momento de uso.

As fases polares da hidrdlise do acai e do buriti foram liofilizadas (Liofilizador — L5KR,
Edwards) por overnight e, em seguida, ressuspendidas em 10 mL de alcool etilitico. Tais
solugdes foram sonicadas, para remocgdo dos agregados, por 20 minutos, e em seguida

armazenadas em temperatura de -20°C até momento de utilizag&o.

3.4.2. Andlise das fases polar e apolar da hidroélise de buriti e acai por cromatografia de
camada delgada

A investigacdo dos produtos de hidrdlise formados a partir da acdo de Bbll imobilizada
em Octyl e revestida por PEI sobre os 6leos de acai e buriti, foi obtida por cromatografia
ascendente em cama delgada de silico de 5 x 4 cm (TLC Silica gel 60 RP-18, Merck, Germany).
Para tal, 2 mL da fase polar suspensa em alcool etilitico e da fase apolar dos hidrolisados de
acai e buriti foram aliquotados em Eppendorfs e colocados em Speed-Vac por 30 minutos. Esse
procedimento permitiu a remocao do hexano da fase apolar e do alcool etilico da fase polar. Os
pellets formados foram dissolvidos em hexano para que a concentracéo final fosse 0,5% (V/v).
Cerca de 5 pL dessa solucdo foi adicionada em uma placa de silica por capilares de vidro.
SolucBes de 0,5% (v/v) de acido oleico, 1,2-dioleina, 1,3-dioleina (Sigma-Aldrich), oleo de
acai/buriti foram aplicados como padrdes. A fase movel utilizada consistia na mistura de hexano
. acetato de etila : acido acético (90:10:1). A revelacdo foi realizada com exposi¢cdo a iodo

vaporizado em cuba de vidro até a aparecimento das bandas dos produtos de hidrolise.
3.4.3. Linhagens celulares

Foram utilizadas linhagens celulares de glioblastoma LN-18 (adquirida da American
Type Culture Collection — ATCC®) e de fibroblasto CCD-1072Sk (provida do Banco de Células
do Rio de Janeiro - BCRJ®). A linhagem LN-18 apresenta mutacdo em genes supressores de
tumor p53 e possiveis delecdes em pl6 e p14ARF. Além disso, essa linhagem tumoral apresenta
alta atividade de MGMT (LEE, 2016).

3.4.4. Preparacao das solucdes estoque dos hidrolisados para utilizacdo em cultivos de

células

Cerca de 2 mL da fase polar, suspendida em alcool etilitico, e da fase apolar, dissolvida
em hexano, dos hidrolisados de acai ou buriti foram aliquotados em tubos cénicos e colocados

em Speed-Vac por 30 minutos. Apos esse procedimento, pesou-se a massa do tubo Eppendorf
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com o pellet formado remanescente e subtraiu-se o valor do Eppendorf vazio. Isso permitiu
determinar a massa dos pellets. Para o produto de hidrélise do acai: o pellet da fase polar
continha 20,9 + 0,5 mg e da fase apolar, 318,9 + 1,5 mg. Para os hidrolisados de buriti: o pellet
da fase polar continha 30,5 = 0,6 mg e da fase apolar, 262,5 + 2,1 mg. Solubilizaram-se esses
pellets em DMSO obtendo-se uma concentragio de 200 mg.mL? das fases polar e apolar de

cada hidrolisado. A concentracdo de DMSO nessas solucbes néo ultrapassou 80%.
3.4.5. Preparo do meio de cultivo de células

As solugdes estoque obtidas conforme a sec¢éo 3.4.4. foram adicionadas no preparo do
meio de cultura para as linhagens celulares LN-18 e fibroblasto. Para tal, prepararam-se meios
DMEM/HAM-F10, acrescidos de vermelho fenol e soro bovino fetal 10%, com 5 concentragdes
da fase polar ou apolar, separadamente, e com a combinacdo dessas duas fases. As
concentragdes destas fases foram: 0,025 mg.mL* (C1); 0,050 mg.mL? (C2); 0,10 mg.mL™
(C3); 0,15 mg.mL* (C4); e 0,20 mg.mL* (C5). Na combinagdo de fases, a concentracdo de
cada fase foi igual aos valores descritos anteriormente; por exemplo, C1 do combinado equivale
a0 meio DMEM/HAM-F10 com 0,025 mg.mL™ de fase polar e 0,025 mg.mL™* da fase apolar.

Foram elaborados trés controles para averiguar a viabilidade celular das linhagens na
auséncia dos hidrolisados de agai e buriti. Para tal, foram preparados meios DMEM/HAM-F10
com 0,20 mg.mL? do éleo de acai ou buriti ndo-hidrolisado, 0,1% de DMSO, e meio contendo

200 mM da droga clinica Telozolomida (Temodal® - Schering Plough).
3.4.6. Cultivo celular

As celulas das linhagens eram armazenadas a temperatura -80°C até 0 momento de uso.
Nesse instante, elas eram cultivadas em frascos de cultivo de 25 cm? em meio DMEM/HAM-
F10 (Sigma-Aldrich) acrescido de vermelho fenol e soro bovino fetal 10% (SBF — Cultilab) e
mantidas em estufa em temperatura de 37°C com 5% de CO; até atingirem 50% de confluéncia.
Cerca de 5-7 dias eram necessarios para as células atingirem este estado. Posteriormente as
células eram semeadas em placas ELISA de 96 pogos para crescimento em monocamada. Em
cada poco foram adicionados 100 puL do meio DMEM/HAM-F10 previamente preparado com
acréscimo da fase polar, ou da fase apolar, ou da combinacdo de ambas, ou dos controles,
conforme descrito em secéo 3.4.5.

O experimento buscou averiguar a viabilidade celular das linhagens LN-18 e fibroblasto
em 24 e 120 horas de cultivo na presencga dos hidrolisados polar, apolar ou combinagéo entre

ambas as fases, em relagdo aos cultivos controle. Para isso, semearam-se 2 x 10° células em
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cada poco das placas destinadas a 24 h. Ja nas placas destinadas a 120 horas de estudo, 1 x 10*
células por poco.

A viabilidade nas concentragdes C1, C2, C3, C4 e C5 da fase polar, apolar e a
combinagéo entre elas, assim como 0s grupos controles, foram estudadas em triplicata, ou seja,
3 pocos em cada placa. Todo o experimento de cultivo celular foi repetido 3 vezes para cada
periodo e para cada linhagem celular, totalizando um n = 9 em cada grupo amostral. Nao houve
reposicdo do meio de cultura do

3.4.7. Viabilidade celular avaliada pelo kit XTT

A viabilidade das células tumorais e de fibroblasto foi quantificada com o kit XTT (Cell
Proliferation Kit 11 — XTT, Roche Molecular). O principio do método é baseado na clivagem do
sal amarelo tetrazolium XTT por células metabolicamente ativas, formando o formazam, um
corante laranja. O produto é quantificado por espectrofotometria, medido em 492 e 690 nm.

Para tal, nos periodos de estudo, 0 meio de cultura foi removido, mantendo-se as células
aderidas a placa de ELISA. Em seguida, adicionou-se, em cada poc¢o da placa, 100 puL de meio
DMEM sem vermelho fenol adicionados com 10 pL da solugdo XTT. O reagente permaneceu
em cultura por cerca de 40-120 minutos em temperatura de 37°C até o momento de leitura

colorimétrica.
3.5. Repetibilidade dos experimentos

Todos o0s experimentos e ensaios foram realizados em triplicata bioldgica e
experimental, totalizando um n = 9. Apenas para a purificacao, o procedimento foi realizado 6
vezes com triplicada para cada ensaio, totalizando um n = 18. Os experimentos foram avaliados
com base na média e no desvio padrdo de cada analise por teste-t ou ANOVA, seguido de post-
hoc de Tukey, utilizando o programa Statistica v.11.0. As relacdes entre variaveis foram
plotadas em gréaficos utilizando o programa OriginPro 2017 (OriginLab Corp., Northampton,
EUA). Com esse mesmo programa foi obtida a regressdo linear ou ndo-linear caso fosse

necessaria.
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4. Resultados
4.1. Transformacgéao de A. nidulans
4.1.1. Escolha do gene codificador de Bbll e formulagdo de primers

No fungo B. bassiana foi identificada uma lipase em gel de SDS semi-desnaturante cuja
massa molecular é proxima a 45,13 kDa (SPIROPULOS, 2015). Essa lipase passou a ser
denominada Bbll (Beauveria bassiana lipase 1). O sequenciamento desta enzima revelou
semelhanca com a lipase sob cddigo de referéncia XP_008602131.1, presente no NCBI, sendo
codificada por um gene de 1558 nucleotideos (ANEXO A). O ponto isoelétrico (pl) e massa
molecular tedricos desta enzima séo, respectivamente, 6,11 e 53 kDa de acordo com o programa
Compute pl/Mw. Por meio da sequéncia obtida no NCBI, observou-se um peptideo sinal
indicando que a proteina nativa € extracelular. Conforme o programa SignalP, a possivel regido

de clivagem corresponde ao residuo 34 de Lisina (Figura 8).

SignalP-4.1 prediction (euk networks): EJPE2270.1
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Figura 8 - Predicao da sequéncia de peptideo sinal na traducéo de Bbl1. Correspondéncia entre os residuos de
aminoacidos preditos e respectivos Score obtidos no software SignalP, indicando maior probabilidade de clivagem
de um possivel peptideo sinal no residuo 34 (Lis**). InformagGes segundo PETERSEN et al. (2011): C-score:
aponta regido de clivagem do peptideo sinal; S-Score: distingue os segmentos que fazem parte do peptideo sinal
e, Y-Score: combinacéo entre C-Score e S-Score resultando em melhor predicéo ao sitio de clivagem do peptideo
sinal.

Na elaboracédo dos primers, a sequéncia do peptideo sinal foi retirada para possibilitar a

tradugdo da proteina com o peptideo sinal presente no vetor pExpyr e foram inseridas
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sequéncias de nucleotideos para clivagem com Notl e XBal, permitindo sua inser¢do nos

vetores de pExpyr e pGEM-T.

4.1.2. Extracéo do DNA de B. bassiana e amplificacéo do gene bbll

O método de extragdo de DNA por CTBA foi mais eficiente em relacdo ao método
convencional utilizando cloroférmio, e tanto a utilizacéo do etanol quanto do isopropanol foram
eficientes na precipitacdo de DNA (Figura 9). Cada uma das amostras (representadas na figura
2) obtidas da extracdo foi submetida a amplificacdo utilizando os primers de bbl1, confirmando
a existéncia de uma sequéncia complementar que codifica a lipase de interesse (Figura 10) com
aproximadamente 1500 pb.

As bandas correspondentes a amplificacdo de bbll foram recortadas e purificadas
utilizando dois kits; da Promega e da GE. O kit da Promega permitiu maior retencdo de DNA
na purificagdo com aproximadamente 94,8 ng.uL™ em relacdo a 16,6 ng.uL™ pelo kit da GE
(Figura 11).
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Figura 9 - Eletroforese da extracdo de DNA de B. bassiana em gel de agarose 0,8%. Raia 1: marcador de
pares de base (kpb); raia 2: corresponde a corrida dos reagentes utilizados nos métodos de extracdo de DNA, raia
3: resultado da extracdo de DNA utilizando o método convencional com cloroférmio; raias 4 — 9: correspondem
as réplicas experimentais submetidas ao método de extragdo de DNA com CTBA e etanol como agente
precipitante, e raias 10 — 12: correspondem as réplicas experimentais submetidas ao método de extracdo de DNA
com CTBA e isopropanol como agente precipitante. Para a corrida das raias 4 -12, foram aplicados 1 pL da solucéo
obtida em Material e Métodos 3.1.2. Demais informagdes estdo descritas nas se¢des 3.1.2 para extracdo de DNA
e 3.1.4. para Eletroforese de DNA em gel de agarose.
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Figura 10 - Eletroforese da amplificacdo do gene bbll das amostras obtidas na extracdo de DNA, em gel de
agarose 0,8%. Raia 1: marcador de pares de base (kpb); raia 2: corresponde a corrida dos reagentes utilizados na
amplificacdo de DNA,; raia 3: resultado da amplificacdo de bbll das amostras obtidas da extracdo de DNA pelo
método convencional com cloroformio; raias 4 — 9: correspondem ao resultado da amplificacdo de bbl1 das réplicas
experimentais submetidas ao método de extracdo de DNA com CTBA e etanol, como agente precipitante, e raias
10 — 12: correspondem ao resultado da amplificacdo de bbl1 das réplicas experimentais submetidas ao método de
extracdo de DNA com CTBA e isopropanol, como agente precipitante. Para a corrida das raias 4 -12, foram
aplicados 5 uL da solucdo obtida apds PCR. Demais informacOes estdo descritas nas secbes 3.1.3. para
procedimentos de PCR e 3.1.4. para Eletroforese de DNA em gel de agarose.
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Figura 11 - Eletroforese do resultado da purificacdo do amplificado de bbl1 utilizando dois kits comerciais
em gel de agarose 0,8%. Raia 1. marcador de pares de bases (kpb); raia 2: resultado da purificacdo utilizando kit
da Promega, raia 3: resultado da purificacdo com kit da GE. Para as raias 2 e 3, foi aplicado 1 pL de amostra
purificada. Demais informacdes estdo descritas nas secOes 3.1.4. para Eletroforese de DNA em gel de agarose.
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4.1.3. Clonagem de bbl1l no vetor pGEM-T, selecdo de colonias positivas por PCR de

colonia e digestao da ligagao e do vetor de expresséo pExpyr

Os fragmentos purificados de bbll foram concentrados e em seguida submetidos a
ligacdo com vetor pGEM-T e em seguida inseridos em células de E.coli eletrocompetentes
(DH5a). A priori, foram obtidas 20 colonias positivas em placa, em seguida, confirmou-se a
insercdo e estabilidade do vetor pGEM-T+bbl1 nas células por PCR de colbnia (Figura 12). A
colénia referente a raia 20, conforme figura 12, foi escolhida devido maior intensidade de
amplificacdo de bbll e, em seguida, incubada em crescimento overnight em meio liquido
LB+Amp e, por fim, submetida a miniprep, sendo obtido 300 ng.uL™ de vetor pGEM-T+bbl1,
de aproximadamente 5000 pb. A amostra de miniprep foi amplificada por PCR, confirmando a
presenca do gene bbll proximo a 1500 pb (Figura 13). As células de E. coli transformadas
foram armazenadas em -80°C sob glicerol 30% para estoque. O vetor pPGEM-T+bbl1 e o vetor
pExpyr foram digeridos, concomitantemente, com Notl e XBal (Figura 14). Os fragmentos de
bbll e vetor pExpyr linearizado obtidos da digestdo foram purificados com kit Promega,

obtendo-se, respectivamente para cada digestdo, 60 ng.puL? e 30 ng.pL™.
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Figura 12 - Eletroforese da amplificac@o de bbll das colénias de E. coli transformadas com o produto da
ligacdo pGEM-T+bbl1, em gel de agarose 0,8%. Raia 1: marcador de pares de bases (kbp); raias 2 — 21: produto
da amplificacéo de bbll das col6nias positivas quanto a inser¢éo do vetor pGEM-T+bbl1. As col6nias de E. coli
foram selecionadas como positivas conforme Material e Métodos 3.1.9. Para a corrida das raias 2 - 21, foram
aplicados 5 pL da solucdo obtida apdés PCR. Demais informacBes estdo descritas nas se¢fes 3.1.3 para
procedimentos de PCR e 3.1.4. para Eletroforese de DNA em gel de agarose.
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Figura 13 - Eletroforese da amplificacdo do gene bbll inserido no vetor pPGEM-T+hbl1, apds miniprep, em
gel de agarose 0,8%. A col6nia de E. coli utilizada foi escolhida conforme Material e Métodos..., em seguida,
incubada em meio LB+Amp overnight e submetida a miniprep para extracao de vetor pGEM-T+bbl1. O produto
do miniprep foi submetido a amplificacdo de bbll. Raia 1: marcador de pares de bases (kbp); raia 2: produto da
amplificacdo de bbl1 da colénia selecionada e; raia 3: produto do miniprep da col6nia de E. coli selecionada. Para
a corrida das raias 2 e 3, foram aplicados 5 pL da solucéo obtida ap6s PCR e 1 L da solucéo obtida do miniprep,
respectivamente. Demais informaces estdo descritas nas se¢des 3.1.3. para procedimentos de PCR, 3.1.4. para
Eletroforese de DNA em gel de agarose e 3.1.9. para selecdo de col6nia de E. coli positiva a inser¢do do vetor
pEXxpyr+bbl1.

Figura 14 - Eletroforese dos produtos de digestao dos vetores pExpyr e pGEM-T+bbl1 com as enzimas de
restricdo Notl e XBal, gel de agarose 0,8%. Raia 1: marcador de pares de bases (kbp); raia 2: vetor pExpyr
linearizado ap6s digestdo com enzimas de restri¢do; raia 3: produto da digestéo do vetor pGEM-T+bbl1, liberando
os fragmentos correspondentes aos (a) vetor pPGEM-T e (b) bbl1. O substrato pPGEM-T+bbl1 utilizado na digestao
foi obtido ap6s miniprep da coldnia de E. coli transformada com esse vetor. Para a corrida das raias 2 e 3, foi
aplicado 1 pL da solucéo obtida da digestdo do pExpyr e do pGEM-T+bbl1, respectivamente. Demais informagdes
estdo descritas nas se¢Oes 3.1.3. para procedimentos de PCR, 3.1.4. para Eletroforese de DNA em gel de agarose
e 3.1.9. para selecdo de colbnia de E. coli positiva & insercdo do vetor pExpyr+bbll e 3.1.11. para digestdo
plasmidial com as enzimas Not1 e XBal.
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4.1.4. Clonagem no vetor de expressao pExpyr

O produto de amplificacdo de bbll e o vetor pExpyr linearizado, conforme figura 14,
foram purificados e procedidos a reacdo de ligagdo. O produto desta reacdo foi inserido em
células de E. coli DH5a as quais foram inoculadas em meio LB+Amp. O vetor pExpyr confere
resisténcia a ampicilina, permitindo a selecdo de colbnias positivas a insercdo deste vetor. Ao
sucesso deste procedimento, foram obtidas 7 col6nias de E. coli positivas em placa e, em
seguida, confirmou-se a presenca a de pExpyr+bbll dentro das células por meio do PCR de
colonia (Figura 15). Notou-se a existéncia de outras bandas de amplificagdo em todas as
colénias além da amplificacdo do esperado bbll (de 1500 pb), cujos pares de base sdo,
aproximadamente, 1750, 1000, 800 e 400.

Para confirmar que as demais bandas ndo séo fragmentos bbl1l ou contaminantes, uma
digestéo dupla do produto de ligacao entre pExpyr e bbll, com Notl e XBal, foi realizada para
liberacdo do fragmento bbll (Figura 16). Como a regido de insercdo no pEXxpyr e as
extremidades do gene de interesse estdo desenhadas com terminagdes de clivagem por Notl e
XBal, espera-se que nesse processo apenas 1 banda seja liberada do vetor. Ainda, comparou-se
a digestdo dupla do vetor pExpyr+bbll com trés controles: um contendo apenas 0s reagentes
utilizados na digestdo dupla, outro apenas com o produto de ligacdo sem os reagentes de
digesté@o dupla, e o produto de amplificacdo de bbll a partir do vetor pPGEM-T+bbl1. Segundo
a Figura 16 confirmou-se; a auséncia de contaminantes nos reagentes utilizados na digestao
dupla e na amostra de pExpyr+bbl1, que o gene bbll, de fato, corresponde a banda de 1500 pb,
e que a digestdo do pExpyr+bbl1 liberou apenas 1 banda de 1500 pb. Isso provavelmente indica
que as bandas de 1750, 1000, 800 e 400 pb correspondem a pareamentos nao-esperados
associados a reacdo de amplificacdo com os primers de bbl1.

As colbnias positivas foram cultivadas em meio LB+Amp liquido por overnight e, em
seguida, submetidas ao midprep, no qual obteve-se uma amostra com 257 ng.uL* de vetor

pEXxpyr+bbl1.
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Figura 15 - Eletroforese da amplificacdo de bbll das coldnias de E. coli transformadas com o produto da
ligacio pExpyr+bbll, em gel de agarose 0,8%. Raia 1: marcador de pares de bases (kbp); raias 2 — 8: produto
da amplificacdo de bbll de colonias de E. coli ap6s transformacgao com vetor pExpyr+bbl1. Como produto desta
amplificacdo obteve-se 5 bandas de amplificacdo com aproximadamente 1750, 1500, 1000, 800 e 400 pb. Para a
corrida das raias 2 - 8, foram aplicados 5 pL da solucéo obtida ap6s PCR, conforme descrito. Demais informacdes
estdo descritas nas se¢des 3.1.3. para procedimentos de PCR, 3.1.4. para Eletroforese de DNA em gel de agarose,
e 3.1.12 para ligag&o do bbl1 no vetor pExpyr.
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Figura 16 - Eletroforese dos produtos de digestdo dos vetores pExpyr+bbll com as enzimas de restri¢do
Notl e XBal, em gel de agarose 0,8%. Raia 1: marcador de pares de bases (kbp); raia 2: reagentes utilizados na
digestdo dupla, conforme Material e Métodos; raia 3 e 4: duplicata da digestdo dupla do vetor pExpyr+bbl1 com
as enzimas de restricdo Notl e XBal; raia 5: vetor pExpyr+bbll sem enzimas de restri¢do e raia 6: gene bbll
amplificado do vetor pGEM-T+bbll obtido nos Resultados.... A digestdo dupla com Notl e XBal permitiu a
liberacdo do gene bbll do vetor pExpyr+bbll. A raia 2 indica auséncia de contaminantes dos reagentes usados na
digestdo dupla. A raia 5 indica auséncia de contaminantes no produto de ligacdo entre pExpyr e bbll. A raia 6
indica que o gene bbl1 corresponde, de fato, & banda de 1500 pb. Para as raias 2 — 5 foi aplicado 1 pL de solugdo
no gel, e para raia 6, 5 pL da amplificacdo de bbll. Demais informagdes estdo descritas nas se¢des 3.1.3. para
procedimentos de PCR, 3.1.4. para Eletroforese de DNA em gel de agarose, 3.1.12 para digestdo plasmidial com
as enzimas Notl e XBal.
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4.1.5. Anélise do sequenciamento do gene bbll inserido no pExpyr

O sequenciamento do vetor pExpyr+bbll foi tratado no programa BioEdit 7.1 para
remocao de sequéncia consenso do pExpyr. A sequéncia de 1358 nucleotideos, correspondente
ao gene bbll foi submetida a um alinhamento contra a sequéncia de nucleotideos encontrada
para a lipase sob referéncia XP_008602131.1, usada no comeco deste trabalho. O resultado
deste alinhamento (ANEXO C) demonstrou a existéncia de 23 codons degenerados, 24 codons
ndo-homdlogos e 1 nucleotideo ndo-pareado. Nao foi possivel verificar se a existéncia deste
nucleotideo a mais provocaria alternancia da leitura de trincas ou, se 0 mesmo, corresponderia
a uma regido de intron e, portanto, foi removido da sequéncia de nucleotideos de bbl1.

Ambas as sequéncias de nucleotideos foram traduzidas em suas respectivas estruturas
primarias pelo programa Translate Tool da EXPASy e, em seguida, a partir da ferramenta
BLAST, verificou-se semelhanca de 95% entre ambas proteinas (Figura 17). No BLAST, p6de-
se determinar a sequéncia tipica de pentapeptideo G-Y-S-G-G, caracteristica das lipases, e 0s
residuos de Serina-181, Asparagina-331 e Histidina-363 pertencentes a triade catalitica. A
proteina hipotética obtida teve seu pl tedrico calculado de 4,60 e 47,8 kDa. Dentre 0s residuos
ndo-homologos, notou-se a substituicdo do residuo de Aspartato, indicado ser componente da

triade catalitica da proteina em referéncia, por um residuo de Asparagina.
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Figura 17 - Alinhamento entre estruturas primarias de proteinas Bbl1 e lipase de referéncia em banco de
dados. Sequéncias obtidas da traducdo dos genes sob referéncia XP_008602131.1, presente no GeneBank, e bbll
inserido no vetor pExpyr. A marcacdo em caixa preta indica o pentapeptideo caracteristico de lipases (G-X-S-X-
G, onde X corresponde a um residuo qualquer) e as setas demonstram os residuos (S, N e H) da triade catalitica.
Simbolos: (*) mesmo residuo de aminoacido, (:) significa residuos de aminoacidos com propriedades bioquimicas

semelhantes e (.) indica que os residuos apresentam semelhanga funcional baixa. A sequéncia de bbl1 foi obtida a
partir do sequenciamento do vetor pExpyr+bbl1, conforme descrito em Material e Métodos 3.1.13.
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4.1.6. Modelagem grafica de Bbll

A modelagem de Bbll foi fornecida pelo programa Swiss-Model utilizando como
template a lipase b de Candida antarctica (UPPENBERG et al., 1994). Sua estrutura foi
representada na figura com auxilio do programa SwissPDB Viewer. Foi identificada nessa
estrutura a regido correspondente a tampa e os residuos cataliticos Ser*8!, Asn® e His®*® (figura
18). Além disso, pbde-se obter duas regides hidrofobicas (Figura 19) e cavidades, que

correspondem a “bolsdes” com abertura na superficie da proteina (Figura 20).

Figura 18 - Modelagem grafica de Bbl1 utilizando lipase b de C. antarctica como template — Campo de viséo
I. Em amarelo esté a regido correspondente a tampa e os residuos cataliticos em rosa.

Figura 19 - Modelagem grafica de Bbl1 utilizando lipase b de C. antarctica como template — Campo de viséo
Il. Em amarelo esta a regido correspondente a tampa. Os residuos cataliticos em rosa. As regides hidrofobicas
estdo em azul e laranja, segundo predi¢Bes do SwissPDB Viewer.
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Figura 20 - Modelagem tridimensional de Bbl1 utilizando lipase b de C. antarctica como template — Campo
de visdo I11. Em amarelo esta a regido correspondente a tampa. Os residuos cataliticos em rosa. Em roxo e verde
estdo localizadas as duas cavidades de Bbl1, segundo predi¢es do SwissPDBViewer.
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4.1.7. Expresséo do gene bbll em Aspegillus nidulans, selecdo de colonia-mée e

caracterizacdo prévia da lipase expressa

O vetor pExpyr+bbll foi inserido em protoplastos de A. nidulans A773 (Fungal
Genetics Stock Center — St. Louis, MO), plaqueados em meio sdlido propicio e incubados a
37°C para reconstituicdo da parede fungica e esporulacdo, ao longo de 72 horas. ApoGs esse
periodo, obteve-se 200 coldnias vegetativas as quais foram repicadas em 10 mL de meio
minimo liquido suplementado com maltose 5% para expressdo do gene bbll (Figura 21a). Ao
final de 64 horas de crescimento, foram realizados ensaios para quantificacdo de atividade de
lipase nos extratos brutos de cada cultivo e obteve-se 40 coldnias capazes de produzir e secretar
a enzima Bbll. A colonia no.34, com maior atividade de 1,693 U.mL™ (Figura 21b), foi
escolhida como cepa-mae transformante de A. nidulans produtora de Bbll e armazenada em
glicerol 30% a -80°C. O miceélio macerado desses cultivos ndo revelou atividade lipolitica,

indicando que ndo existe atividade de lipases intracelulares (dados ndo mostrados).

(a) RNA transcriptase (b)
ATG
: Colonias  U.mL!  Colonias U.mL!
@ \ glaAP  igla,  pp1; trpCt Controle 1 0,025 n.27 0354
induz

- Controle2 0,015 n. 28 0,080
, \ ¥ \ Controle 3 0,012 n. 29 0,047

5...6O6GCCGC ¥ 5 TCTAGA 3
ol n3 0,321 n.30 0,165
Notl XBal n. 6 1,529 n. 31 0,289
n.7 0,704 n. 32 0,273
n. 17 0,459 n. 33 1,281
n. 18 0,475 n. 34 1,693
n. 19 0,549 n. 35 1,248
n. 20 0,310 n. 36 0.890
n. 21 0,897 n. 37 0,462
n. 22 0,502 n. 38 0,321
n. 23 0,132 n. 39 1,310
n. 24 0,214 n. 40 0,466
Colénias com vetor n. 25 0,130  n.4l 0279
n. 26 0.115 n. 42 0.247

pExpyr+bbl] meio com maltose 5%

Figura 21 - Infografico contendo os resultados preliminares da expressdo de bbll em A. nidulans A773. (a)
Esquema representando o vetor pExpyr+bbl1 inserido em células de fangicas, a distribui¢do dos protoplastos em
placa com meio minino + Piridoxina + Ura + Uri, para reconstitui¢do da parede fingica, e, a expresséo de bbl1l em
meio minimo, na presenca de maltose, e sele¢do de colbnias positivas & secrecdo de lipase. (b) Cada cultivo foi
submetido a um ensaio lipolitico e os valores de atividade extracelular dados em U.mL™. As colbnias de A.
nidulans controle representam cepas transformadas com o vetor pExpyr vazio. J4 as colénias numeradas de 3, 6,
7 e 17 até 42 sdo as que apresentaram atividade lipolitica, pela hidrélise de pNPP, superior as respectivas colonias
controle. AbreviacOes: glaAP, promotor de glucoamilase de Aspergillus niger; ATG, cddon de inicio de
transcricéo; glaps, peptideo sinal de glucoamilase de A.niger; bbl1, lipase de B. bassiana de interesse; trpCt, operon
de Triptofano e Notl e XBal, enzimas de restricdo (Segato et al., 2012). Demais informagdes em Material e
Métodos 3.2.1. para hidrolise de pNPP e 3.1.15. para transformacéo de A. nidulans.
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A atividade enzimética da col6nia no.34 foi considerada baixa em relacéo a obtida de
B. bassiana por SPIROPULQOS (2015) e pdde estar associada as condi¢Bes do indculo, tais
como volume de meio e dimensGes do recipiente de meio de cultura. Dessa maneira, com intuito
de confirmar a viabilidade e a veracidade da expressédo de bbll no transformante A.nidulans
(denominado “Appiz+”), foram analisadas a sua producdo de Bbll e a secrecdo de proteinas ao
final de 64 horas, em cultivos de 25 mL (em Erlenmeyer de 125 mL) com meio minimo e
maltose 5%, cujo indculo foi mantido a 37°C e sem agitacdo. Utilizou-se como controles, a
producdo desta mesma enzima e proteinas extracelulares de B. bassiana (denominado “WT”,
ou wild-type), crescido em condic¢des segundo SPIROPULQOS (2015), e pela cepa A. nidulans
AT773 transformada com vetor pExpyr vazio (denominado “Abbiz-”).

N&o foi registrada atividade lipolitica em cepas de Apbiz- mesmo na presenca de maltose
5%, indicando a inexisténcia de lipases verdadeiras enddgenas a cepa utilizada no estudo
(Figura 22a). Além disso, notou-se que a producéo de lipases foi aproximadamente o dobro na
cepa Anbiz+ €m relagdo ao WT, confirmando potencial uso dessa cepa para producdo de lipases.
Tal atividade enzimatica foi quase 10 vezes superior aquela registrada nos cultivos de Appi1+ €m
placa, evidenciando a ocorréncia de mudancas na expressdo de bbll perante alteracdes do
volume do meio de cultura. Tanto a cepa de Appiz- quanto a cepa com Appiz+ apresentaram a
mesma concentracdo de proteinas, indicando que a Bbl1l secretada pouco contribui em
abundancia de proteina, podendo-se supor que tal enzima apresenta um alto numero de
turnover.

Os extratos de meio de cultivo da cepa Anpiz- € Appiz+ foram analisados em gel SDS
semi-desnaturante (Figura 22b). Notou-se a existéncia de uma banda no extrato de Appiz+ a qual
inexiste no extrato do cultivo de Apniz-, cuja massa molecular foi 42 kDa. Tal banda pode
corresponder a lipase Bbll, devido a semelhanca de massa registrada por SPIROPULOS
(2015). Tais suposicdes foram confirmados, a posteriori, em géis de zimograma. Uma relacéo
entre atividade enzimatica e temperatura de reacdo foi observada nesse experimento, indicando

melhor hidrélise de pNPP préximo a 60°C (Figura 22c).
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Figura 22 - Expressdo e previa caracterizacdo de Bbll em A. nidulans A773. (a) Atividade enzimética e
concentragéo de proteinas dos extratos brutos de cultivos de Appii+ € Appiz-€m meio minimo com maltose 5%, em
comparacdo ao extrato do cultivo de WT, sob condigdes especificas para expressdo de lipase (segundo Spiropulos
2015). Os cultivos Apbir+ € Appir- foram mantidos a 37°C e sem agitacdo. Teste ANOVA e post-hoc de Tukey
possibilitaram a determinagdo da diferenca significativa entre os grupos, sendo atribuidos (*) ao p < 0,05 e (**)
ao p < 0,01. (b) Gel de poliacrilamida 12% em coloracdo de prata para amostras do extrato bruto do cultivo Appiz-
e Appin+. A seta indica a banda correspondente & enzima Bbl1. A confirmagdo da banda de lipase se deu em gel de
atividade de lipases (dados ndo mostrados). M, marcador de massa molecular de proteinas em kDa. (c)
Determinacdo da temperatura ideal para hidrolise de pNPP utilizando extrato de Apbii+. Abreviagoes: Appii+,
colénia de A. nidulans A773 transformada com vetor pExpyr+bbll; Apui., coldnia de A. nidulans A773
transformada com pExpyr vazio; e WT, col6nia de B. bassiana. Mais informa¢des em SPIROPULOS (2015) para
condig@es de cultivo de B. bassiana para expressdo de lipase; Material e Métodos 3.1.15. para solugdes de cultivo
de A. nidulans; 3.3.2. para procedimento experimental desse resultado; 3.2.1. para mensuracdo de atividade de
lipases; e 3.2.2. quantificacdo de proteinas.

4.2. Estudo de crescimento da cepa transformante A. nidulans

4.2.1. Alterando condic@es do cultivo de Appii+

Com o intuito de melhorar a producdo enzimética e buscar substitutos para os insumos

de maltose e tampdo HEPES, Aupi1+ foi inoculado em meio minimo com xarope de milho e
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tampdo fosfato, mantendo-se as condi¢Oes de temperatura e pH (Figura 23). Nesse experimento
utilizou-se de diferentes combinacdes entre as fontes de carbono e o tipo de tampéo,
verificando-se o efeito sobre a morfologia, producdo de lipases e proteinas em 64 horas de
incubacéo.

A maltose, por si, ndo foi suficiente em induzir a sintese de Bbll no meio ausente de
tampédo (malt), apesar de ser indutora do vetor pExpyr+bbll, resultando na auséncia de
atividade lipolitica (Figura 23a). A morfologia de Ao+ neste meio foi de pouco
desenvolvimento de biomassa e pigmentacdo (Figura 23b) em relacdo aos demais meios
contendo tampé&o fosfato ou HEPES. Tal cenério foi revertido na presenga do tampdo HEPES

0 qual sua combinagdo com maltose (malt + HEPES) resultou na producéo de 8,0 £ 1,0 U.mL"

!, valor préximo ao observado anteriormente em Figura 22a. Isso indica, portanto, que Appir+
necessita da manutencdo de pH por intermedio de um tampéo para sintese de Bbl1, proteinas e
crescimento em Erlenmeyer, mesmo quando todos os recursos; fonte de carbono, fonte de
nitrogénio e elementos tragos, estejam presentes no meio de cultura. De fato, o pH final deste
extrato ficou préoximo de 5,0 + 0,1, indicando que essa queda deve interferir sobre a producgéo
de Bbl1.

A substituicdo do tampdo HEPES por fosfato (malt + PO) impactou positivamente na
secrecdo de Bbl1 e proteinas no meio de cultura, respectivamente de 18,0 + 4,0 U.mL™ e 42,0
+ 8,0 ug.mL™. Isso indica que além regular o pH extracelular, os jons PO4* atuam na fisiologia
do fungo, possibilitando maior traducdo, transporte e excrecao de proteinas.

A sintese de Bbl1 foi maior no meio com xarope de milho, ao invés de maltose como
fonte de carbono (xaro + PO). A atividade de Bbll neste meio foi de 25,0 + 3,0 U.mL™.
Entretanto ndo se verificou mudanca na concentracdo de proteinas extracelulares em relacdo ao
meio com maltose (malt + PO). Tudo isso indica que existem componentes no xarope de milho,
gue agem com sinergia aos acUcares utilizados nas vias glicoliticas, envolvidos na sintese e
mobilizacdo de Bbl1.

A agitacdo constante (xaro + PO + agi) resultou em acréscimo na producédo de Bbl1 para

35,0 +3U.mL2e 55 + 8 pg.mL* de proteinas extracelulares. O desenvolvimento do micélio e
pigmentacdo foi diferente ao observado no meio malt, indicando alteragdes no crescimento
vegetativo e producdo de metabdlitos secundarios (Figura 23b). A agitacdo possivelmente
resultou na homogeneizagdo do meio de cultura e/ou alteracdes na aeracgdo, explicando o efeito
observado. Diferentemente, nos cultivos estacionérios, a oxigenagdo é limitada a superficie

adaxial do micélio e 0 acesso aos nutrientes depende exclusivamente da difusdo as hifas.
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Um screening ao longo de 72 horas revelou pico de producdo de Bbl1 aproximadamente
em 48 horas (Figura 23c) com 48,00 + 4,00 U.mL™. Isso representa maior abundancia em
periodo menor, quando comparada a producdo desta mesma enzima por WT.

Com esses dados, a substituicdo da maltose e HEPES por, respectivamente, xarope de
milho e fosfato com a agitacdo constante intensificaram o crescimento, quadruplicaram sintese
de Bbl1 e quase duplicaram a abundéancia de proteinas extracelulares no periodo estudado, alem

de promoverem alteragfes na morfologia do fungo.
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Figura 23 - Condic@es de cultivo e seus efeitos na produgéo de Bbl1, proteinas totais e morfologia de Apbiz-.
As condicBes utilizadas foram representadas por ndmeros: (1) malt, meio com maltose 5% e sem tampao; (2)
malt+HEPES, meio com maltose 5% e tampdo HEPES pH 6,5 100 mM; (3) malt+PO, meio com maltose 5% e
tampao fosfato pH 6,5, 100 mM; (4) xaro+PO, meio com xarope de milho 5% e tampéao fostato pH 6,5 100 mM;
e (5) xaro+PO+agi, meio xaro+PO em agita¢do constante de 150 rpm. (a) Valores de atividade de lipase e proteinas
totais quando Ausiz+ € inoculado em diferentes fontes de carbono e/ou tamp&o. Os simbolos de significancia sobre
as barras indicam diferenca do valor, da atividade ou da concentragéo de proteina, em relagdo a todas as demais
condigBes estudadas, por ANOVA. Simbolos: (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; e (***) p < 0,001. (b) Morfologia de
Aupir+ NOS cultivos estudados. (c) Screening mostrando atividade lipolitica de Apoii+S0b as condigdes descritas para
xaro + PO + agi, em intervalos de 24 horas até 72 horas de cultivo. Demais informacdes em Material e Métodos
3.2.1. para mensuracdo da atividade de lipases; 3.2.2. para quantificagdo de proteinas; e 3.3.3. para 0s
procedimentos utilizados nesse experimento.

Os extratos brutos do experimento anterior foram estudados em géis de SDS semi-
desnaturante e zimograma para esterases e lipases (Figura 24). Em primeiro lugar, 0s extratos
que apresentaram atividade de Bbl1 (conforme demonstrados na figura 23) possuem uma banda

de 42 a 45 kDa. Acredita-se que essa banda corresponda a enzima Bbl1 pelo que foi descrito
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em SPIROPULOS (2015), e pela predicdo do Software Compute pl/Mw. N&o foi possivel a
identificacdo da banda por espectrometria de massas devido a baixa visualizagdo nos géis de
corados com Coomasie-Blue Silver.

Mesmo sabendo que A. nidulans A773 ndo possui lipases enddgenas (conforme
demonstrado na figura 22a), notou-se a presenca de uma banda com 151 kDa no extrato de

Abbiz- (Anpiz- em extrato de malt + HEPES; figura 24a). Provavelmente essa banda corresponde
a uma esterase, visto que ha inexisténcia de atividade de hidrélise de pNPP; especifica para
lipases. Essa mesma banda foi presente em todos os cultivos de Apniz+ estudados, com uma
pequena variagdo em kDa. Entretanto, a intensidade da banda, em gel de zimograma, foi maior
no cultivo xaro+PO+agi (Figura 24b), acompanhando o mesmo padrdo de Bbl1l explicado
anteriormente. O extrato malt de Anbiz+ N80 possui banda de atividade correspondente a enzima
Bbl1, confirmando a necessidade de um tampéao para sua producdo, conforme mencionado
anteriormente na figura 23a.

Alem dessas duas observagdes, notou-se a existéncia de uma terceira banda (de 112 —
117 kDa) no zimograma dos extratos que possuem Bbl1l. Como o SDS semi-desnaturante nao
usufrui de B-mercaptoetanol é provavel que tenha ocorrido a aglomeracdo de Bbll durante o
preparo da amostra a ser aplicada em gel. Devido a auséncia desta banda no extrato malt de
Aubiz+, desconsiderou-se que essa banda seja correspondente a uma outra esterase ou lipase
enddgena de A. nidulans A773.

Desse experimento, o xarope de milho, o fosfato e a agitacdo provavelmente
proporcionaram aumento geral na transcricdo e mobilizacdo da esterase enddgenas, Bbl1l do
vetor pExpyr+bbl1 e as demais proteinas extracelulares. A Unica exclusividade observada foi a
dependéncia da estabilidade de pH para sintese de Bbll. Todas essas observacdes foram

comprovadas em andlises in vitro e em géis.
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4.2.2. Efeito da glicose na producéo de Bbll

A glicose ndo inibiu a producdo de Bbl1 nos cultivos de Apniz+ em xaro + PO + agi

(Figura 25). Todos os cultivos foram inoculados da mesma solugcdo de esporos, por
experimento, e a aplicacdo da hexose, dissolvida em tampdo fosfato, foi feita ap6s 16 horas de
crescimento do fungo. Cultivos com aplicacdo de tampéo fosfato foram utilizados como
controle. As concentracdes finais de glicose, 50 mM, 100 mM e 250 mM, ndo provocaram
alteracOes na atividade lipolitica em comparacdo aos cultivos controle (Figura 25a), indicando
que a auséncia de inibicdo ndo estava relacionada a concentracdo deste agucar.

Decidiu-se, por fim, verificar se a glicose promoveria a expressdo de bbll e o tempo
necessario desde da aplicacdo de uma solucéo de xarope de milho até a obtengéo de atividade
de Bbl1 no meio extracelular (Figura 25b). Paratal, o fungo Asniz+ foi cultivado em glicose 5%
e, apls 16 horas de cultivo, adicionou-se xarope de milho a uma concentracdo final de 5%.
Cultivos com adicdo de glicose foram utilizados como controle. Nenhum cultivo controle
apresentou producdo de Bbll ao longo do tempo estudado, indicando que a glicose nao
promoveu a expressdo de bbll. Além disso, a deteccdo de Bbl1, por meio de sua atividade de

hidrolise, ocorreu aproximadamente 8 horas apds a adicdo do xarope de milho.
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Figura 25 - Efeito da glicose sobre a secrecéo de Bbl1. (a) Cepa Aspiz+ inoculada em meio xaro+PO+agi e adi¢do
de glicose apds 16 horas de crescimento. As concentragdes finais de glicose foram de 50 mM (o), 100 mM (A) e
250 mM (o). Elaborou-se um cultivo de Appiz+na auséncia da adi¢do de glicose (@), como controle. (b) Cepa Appir+
inoculada em meio minimo com glicose 5% seguida da adic&o de xarope de milho, cuja concentracéo final foi de
5%, apds 16 horas de crescimento. Detectou-se atividade de lipase dos cultivos com adicdo de xarope de milho
(0), em comparagdo a atividade de lipase dos cultivos com adigdo de glicose, considerados controle (). As
diferencas significativas foram representadas por (***) como p < 0,001, por ANOVA. Demais informacfes em
Material e Métodos 3.3.4. para descrigdo do procedimento desse experimento.
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4.2.3. Escalonamento e crescimento de Appiz+ €m biorreatores

Para o estudo de escalonamento, compararam-se os valores de biomassa, agucar
residual, concentracdo de proteinas e atividade lipolitica dos meios extracelulares das matrizes
em biorreatores (3,5 L) e Erlenmeyer (0,5 L), a cada 3 horas e ao longo de 96 horas de cultivo
(Figura 26).

A fase log (que é do instante de indculo até a fase estacionaria nas condicdes deste
experimento) foi diferente entre os cultivos: no biorreator, 68 horas foram necessérias para
atingir o pico de biomassa, em oposi¢cdo as 36 horas registradas em Erlenmeyer. Ao atingir a
fase estacionaria, ambos apresentaram concentracdo de biomassa de aproximadamente 8,5 +
0,9g.mL'e 8,6 +1,5g.mL?, respectivamente. Essa primeira informag&o indica que a taxa de
multiplicacéo de biomassa foi influenciada pelo escalonamento, todavia, o limite de capacidade
do meio foi 0 mesmo, suportando igualmente 0 maximo populacional.

Os periodos da fase estacionaria e inicio de morte celular também foram diferentes entre
os cultivos. A duragéo da fase estacionaria no biorreator foi curta em relagdo ao Erlenmeyer,
sendo de, aproximadamente, 24 e 42 horas respectivamente. Ja sua fase de autdlise celular
iniciou tardiamente (as 92 horas) enquanto que no Erlenmeyer foi em 78 horas. Isso indica que,
apos estabilidade de crescimento, 0 meio em Erlenmeyer suportou 0 maximo populacional por
mais tempo, provavelmente pela maior disponibilidade de substratos (agucar, nitrogénio e sais)
exatamente ao atingir essa fase. Entretanto, logisticamente, pelo motivo de nutrir o maior valor
de biomassa por mais tempo, esses substratos provavelmente foram exauridos mais
rapidamente do que no biorreator.

Quanto a disponibilidade de acucar ao longo dos experimentos, no cultivo em
Erlenmeyer ocorreu esgotamento deste substrato concomitantemente a fase de morte celular. Ja
no biorreator, o inicio desta fase ndo acompanhou a reducéo total da fonte de carbono do meio,
permanecendo proximo de 2,0 + 0,1 g.L . Isso indica que em biorreator o aglcar ndo foi o
elemento limitante e o esgotamento da fonte de carbono pdde ser um responsavel pela restri¢éo
da fase estacionario no Erlenmeyer. Apesar destas considerac@es sobre a fonte de carbono, é
inconclusivo sobre qual componente foi definitivamente limitante para o crescimento de Appii+
nestas duas matrizes, pois ndo foram quantificados o nitrogénio e demais sais residuais, que séo
outros elementos importantes para o crescimento deste fungo.

A secrecdo de proteinas para o meio de cultivo no Erlenmeyer ndo acompanhou,
proporcionalmente, o crescimento da biomassa durante a fase log, visto que mais biomassa era
formada do que proteinas extracelulares nesta fase. Ao contrario do que foi visto no biorreator,

cuja secrecdo destas proteinas aumentou na mesma propor¢do que a biomassa formada. Isso
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aponta que o cultivo em Erlenmeyer favorece mais o crescimento vegetativo do que a producao
de proteinas direcionadas ao meio extracelular, enquanto que as condi¢cBes em biorreator
proporcionam igualmente a secrecdo de proteinas e o crescimento da biomassa. Apesar disso,
em termos de abundancia de proteina, registrou-se maior concentracdo de proteinas
extracelulares no Erlenmeyer, com 7,6 + 0,5 pug.mL™, apds a fase estacionaria e proximo de 72
horas de cultivo. Ja no biorreator foi de 4,8 + 0,1 pg.mL* e proximo de 60 horas de crescimento.

A BbI1, quantificada através de sua atividade de hidrélise, também foi diferente entre
os dois cultivos. A maior produgéo foi registrada no biorreator, atingindo (1,0 + 0,2) x 10* U.L"
1 cerca de 2,1 vezes maior do registrado em Erlenmeyer. Além disso observou-se que a
producdo de Bbll acompanhou o crescimento em biorreator; 0 mesmo cenario observado para
as proteinas extracelulares, até atingir o pico de atividade em 68 horas. Em contrapartida, a
deteccdo de atividade Bbl1l ndo foi proporcional ao incremento de biomassa em Erlenmeyer,
repetindo o padréo observado quanto as proteinas extracelulares. Seu pico de producéo foi
registrado em 60 horas de crescimento.

Além da quantidade maxima de Bbll, o periodo de producdo foi mais longo no
biorreator, ndo sendo possivel detectar em qual instante ocorreria a queda de atividade lipolitica.
Ja no Erlenmeyer, a diminuicéo de atividade se deu antes mesmo do inicio de fase de perda de
biomassa e junto com o esgotamento de agucar disponivel. Tanto no extrato do biorreator,
quanto do Erlenmeyer, ndo foi quantificada atividade de proteases.

O extrato do biorreator foi analisado em gel (Figura 27) em diferentes periodos, sendo
possivel observar uma banda de 42 kDa ao longo do cultivo.

A tabela 4 resume todas essas observacdes em termos de parametros cinéticos referentes
ao cultivo microbiano. Ressalta-se que, apesar da taxa de crescimento (Ho) Ser menor no
biorreator, sua taxa especifica de consumo de aclcar (qs) foi 8 vezes maior do que em
Erlenmeyer, significando que ha maior absorcéo deste substrato por grama de biomassa e por
unidade de hora. A sintese de biomassa por consumo de acucar (Ysyx) foi 1,6 vezes maior em
Erlenmeyer, enquanto que a sintese de unidades enzimaticas de lipase por consumo de agucar

(Yymoir) foi 1,8 vezes maior em biorreator.
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Figura 26 - Valores absolutos de biomassa, acUcar redutor residual, proteinas extracelulares e atividade de
lipase, de cultivos de Anoiz+. Os pardmetros foram avaliados de duas condices: (a) do cultivo em Erlenmeyer (0,5
L) e (b) do cultivo em biorreator (3,5 L). As concentracfes dos componentes do meio de cultura e o nimero de
esporos inoculado foram mantidos proporcionais em relacdo ao volume dos cultivos. As quantificacdes de cada
pardmetro foram realizadas em intervalos de 3 horas, ao longo de 96 horas de incubagdo. Para cada instante, foram
extraidos 15 mL de aliquota dos cultivos. A biomassa foi seca em desumidificador, o aglcar residual foi
quantificado pelo método de DNS, a concentracdo de proteinas por Bradford e a atividade de lipase pela hidrélise
de pNPP. Demais informacOes estdo em Material e Métodos 3.3.5. para a descricdo desse experimento; 3.2.1.
dosagem de atividade; 3.2.2. para quantificacdo de proteinas; e 3.2.3. método do DNS.
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Figura 27 - Perfil proteico do cultivo de Auwii+ em biorreator, em diferentes periodos. Cada raia corresponde
um periodo diferente do cultivo: 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas. Foram aplicados 20 pL do sobrenadante das
aliquotas, obtidas nos periodos estudados. M, marcador de massa molecular, em kDa. A seta indica regido
correspondente & enzima Bbl1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) utilizando coloracéo pelo método de
prata. Demais informacdes em Material e Métodos 3.3.5. para indculo em biorreator; 3.2.4. para eletroforese de
proteinas; e 3.2.5. para coloracdo de prata.
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Tabela 4 - Parédmetros cinéticos do cultivo de Apbiz+ em Erlenmeyer e em biorreator. Esses valores foram
determinados dentro do intervalo correspondente a fase log de crescimento microbiano (AHMAD; HOLLAND,
1994). A fase log do crescimento em Erlenmeyer foi do instante inicial do indculo até 36 horas de crescimento; no
biorreator, até 63 horas de cultivo. Utilizou-se um pré-indculo para desconsiderar a fase lag de crescimento. Os
pardmetros cinéticos foram: po, taxa de crescimento (h?); gs, taxa especifica de consumo de aglicar por biomassa
por hora (g.g7%.h"?); geois, taxa especifica de “producido” de atividade de Bbll por biomassa por hora (U.g.h™);
Y, sintese de biomassa por consumo de actcar (g.g%); e Yseoi, sintese de unidades enzimaticas de lipase por
consumo de actcar (U.g). Demais informagdes em Material e Métodos 3.3.5. para descricdo deste experimento
e dos valores cinéticos; 3.2.1. para quantificacdo de atividade de lipase; 3.2.2. para quantificacdo de proteinas; e
3.2.3. para quantificagdo de acglcar redutor pelo método de DNS.

Parametros cinéticos Erlenmeyer (0,5L) Biorreator (3,5L)
Taxa de crescimento (h?) 0,071 £ 0,002 0,055 £ 0,003
Taxa especifica de consumo de agticar (g.gt.h?) 0,10 £ 0,02 0,80+ 0,30
Taxa especifica de producéo de atividade de lipase (U.gt.h?) 15,75+ 1,96 18,84 + 2,85
Sintese de biomassa por consumo de aclcar (g.g™?) 0,457 £ 0,028 0,283 £ 0,023
Sintese de atividade de lipase por consumo de agtcar (U.g™) 199,84 + 12,03 365,43 + 87,70

4.3. Purificacio de Bbl1 a partir de extrato de cultivo em biorreator

A tampa hidrofobica e pl tedrico, de 4,6 em Bbll, permitiram desenvolver um
procedimento de purificacao utilizando interacdo hidrofobica, com a resina Octyl-Sepharose, e
interacdo idonica, com DEAE-celulose, em pH 7,0.

Um volume de 3,5 L de extrato bruto obtido do crescimento em biorreator foi dialisado,
concentrado e equilibrado em Hollow Fiber cartrige 30.000 MMWC. Em seguida procedeu-se
a purificacdo conforme material e métodos 3.3.6. (Tabela 5).

No processo de concentracdo e equilibrio no cartucho de 30.000 MMWC, perdeu-se
62% da atividade enzimatica do extrato bruto. Essa perda pode estar associada a formacéo de
interacdes entre as lipases, 0 que obstruiria o acesso do substrato nas dosagens enzimaticas.
Todavia, foi nessa etapa que ocorreu a melhor separacéo de proteinas ao longo do procedimento
de purificacdo, diminuindo em 84% a abundancia das proteinas.

A amostra remanescente foi aplicada em Octyl-Sepharose e, em seguida, dessorvida
com Triton X-100 0,5%. O eluido da coluna teve uma perda de 21% da atividade enzimatica e
26% da concentracdo de proteinas. Entretanto, observou-se uma concentracdo de Bbll em gel
SDS semi-desnaturante em uma banda de 45 kDa (Figura 28).

Para remocao do Triton X-100 a amostra eluida em octyl foi aplicada em DEAE-
celulose e eluida em gradiente linear de NaCl até 1,5 M. O sal na amostra foi removido por
didlise obtendo-se uma solugcdo com Bbll purificada em tamp&o fosfato 10 mM pH 6,0. A

atividade especifica de Bbll, ap6s todo o procedimento de purificacdo, foi de 672,31 + 25,12
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U.mg. O volume final foi de 200 mL e atividade enzimatica, 45,65 + 1,05 U.mL™. Entretanto,
este valor de atividade especifica ndo correspondeu ao valor real, visto que ndo se considerou
0 modelo de estado estacionario para dosagens enzimaticas. A elaboracdo da tabela 5 teve por
finalidade apenas demonstrar a eficiéncia do processo de purificacdo. O valor da atividade
especifica de Bbl1l ndo-imobilizada sera discutido nos resultados 4.4.7.

Tabela 5 - Quadro de purificagdo de Bbl1. Purificagio realizada a partir do extrato bruto do cultivo em biorreator
de Appiz+ Parametros analisados: atividade total de Bbl1 (103, U); quantidade de proteinas extracelulares (mg);
atividade especifica de Bbl1 em relacdo a abundancia de proteinas extracelulares totais (U.mg™); recuperacéo (%),
definida pela razdo entre atividade de Bbl1 obtida apds um passo de purificacdo em relacdo ao extrato bruto; e
fator de purificacdo que corresponde ao ganho de atividade especifica de Bbl1l de uma etapa de purificacdo em
relacdo ao extrato bruto. Etapas de purificacdo: (A) 3,5 L de extrato bruto do cultivo de Apwiz+ em biorreator; (B)
solucdo obtida apos didlise, concentracéo e equilibrio com tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH 6, em cartucho de
30.000MMWC; (C) solucdo obtida apés eluicdo de Octyl-Sepharose com Triton X-100 0,5% em tampao fosfato
de s6dio 10 mM, pH 6,0; e (D) solucdo obtida da eluicdo de DEAE-celulose apds gradiente linear salino de NaCl
até 1,5 M. O volume final da solucdo de Bbl1 apds a eluicdo em DEAE-celulose foi 200 mL. Demais informacGes
estdo contidas em Material e Métodos 3.3.6. para o procedimento de purificacdo.

Parametros A B c D
Ativi | de Bbl1
fividade total de Bb 33,92+0,88 12,96 % 0,22 10,18 + 0,99 9,13+0,21
(10°, V)
Quantidade de proteinas 116,55 + 3.85 18.25+1.10 13,37 +0,20 13,58 0,40

extracelulares (mg)

Atividade especifica de

+ + + +
Bbl1 (U.mg)* 291,03 £ 12,22 710,14 + 44,47 761,41 £74,91 672,31 +£25,12

Recuperacéo (%) 100 38,21+1,18 30,01+ 3,02 26,92 £ 0,93

Fator de purificacdo 1 2,44 +0,18 2,62+0,28 2,31+£0,13

*Qs valores de atividade especifica ndo respeitaram o0 modelo do estado estacionario (BISSWANGER
2002); os valores contidos na tabela apenas informam a eficiéncia do processo de purificacéo.
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Figura 28 - Perfil proteico das etapas de purificacdo de Bbl1l. Raias: (A) ap6s concentracao, dialise e equilibrio
com 30.000MMWC; (B) ap6s eluicdo de Octyl-Sepharose com Triton X-100 0,5%; (C) ap6s eluicdo de DEAE-
celulose com gradiente linear de NaCl até 1,5 M e (M) marcador de massa molecular. Para cada raia utilizou-se
20 ug de proteina das solucBes obtidas em cada etapa. A seta indica banda correspondente a Bbll. Gel de
poliacrilamida (12%) corado com método de prata. Demais informacdes estdo contidas em Material e Métodos
3.3.6. para descricdo do processo de purificacdo; 3.2.4. para eletroforese de proteinas; e 3.2.5. para coloracdo de
prata.

i

4.4. Caracterizacdo bioquimica de Bbl1 purificada utilizando pNPP como substrato
4.4.1. Efeito e estabilidade de surfactantes na atividade de Bbl1l

A solucdo de Bbll purificada foi diluida 50 vezes em tampdo Mcllvaine pH 6,0 e
adicionou-se surfactantes, cuja concentracéo final foi de 0,1%. A solucdo Triton X-100 e goma
arabica foi montada com concentracéo finais de 0,1% e 0,05%. O efeito de cada surfactante foi
comparado em relacdo a uma solucdo controle que ndo houve adicdo de surfactantes. O Triton
X-100, com ou sem goma arabica, e ambos 0s tipos de Tween intensificaram a atividade de
Bbl1. P6de-se observar, entretanto, que o SDS e o CTBA inibiram a hidrolise de pNPP (Figura
29a). O maior ganho foi observado nas solugdes reacionais com presenca do Triton, ja que sua
atividade foi 1,6 vezes maior em comparacdo ao controle. A goma arabica ndo interferiu
significativamente na atividade desta enzima nas solu¢cdes com Triton; visto que as misturas
Triton X-100 com ou sem goma arabica, ndo apresentaram diferencas na atividade de lipase.

Apesar do efeito estimulatério proporcionado pelo Triton X-100, seu contato com a
enzima ao longo de 24 horas reduziu a atividade de lipase em relacdo ao tempo inicial,
indicando perda de 60% de atividade (Figura 29b). O SDS e CTBA desnaturaram
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completamente a enzima visto que ndo foi registrada atividade residual apds 24 horas. Ja
Tween-20 e -80 possibilitaram um ganho de, respectivamente, 18% e 33% nesta solucdo de
Bbl1.

Esses resultados mostram que se o intuito for a dosagem da hidrolise de pNPP, a
presenca de Triton em solucdo aumenta o limite de deteccdo do método, possibilitando
identificar atividade de Bbll em amostras mais diluidas. Entretanto, se o objetivo for a
realizacdo de longos periodos de hidrolise, o uso de Tween garante mais estabilidade a enzima,

potencializando seu uso por mais tempo.

(a) 40+ (b) +32,86
2 ~
= 304 =
< 3 :
2 5
g - B
E 20 =
N (]
5 3
3 S
= dkk 2
S 104 Fekk =
Z I <
b= - 100
0_ T T T T T T
A B C D E F G A B C D E F G

Figura 29 - Efeito de surfactantes sobre atividade e estabilidade de Bbll. (a) Efeitos estimulatérios ou
inibitorios de diferentes surfactantes adicionados no momento de hidrélise de pNPP, em tampéao Mcllvaine pH
6,0. A concentracéo final de cada surfactante foi de 0,1%, para solu¢cdo com goma arabica, 0,05%. A reacdo de
hidrélise procedeu-se com 12 mM de pNPP, a 60°C e durante 5 minutos, cujo volume final de reacdo foi 0,5
mL.(b) Estabilidade de Bbl ap6s 24 horas de contato com diferentes surfactantes. A solucéo final, mantida em
temperatura ambiente para o estudo de estabilidade a surfactantes, continha 2 mL de tampdo Mcllvaine pH 6,0
com 185 pg.mL*de Bbl1 e 0,5% de surfactante. Valores sobre as barras representam o ganho ou perda de atividade
de lipase apds 24 horas, em relacdo ao tempo inicial. Surfactantes: (A) Tween-20; (B) Tween-80; (C) Triton X-
100; (D) Triton X-100 + goma arébica; (E) SDS; (F) CTBA e (G) solucéo sem adi¢do de surfactante. Simbolos
de significancia representam a comparacéo de cada condi¢do em relacéo a solucdo sem adigéo de surfactante por
ANOVA. Simbolos: (*) p <0,05; (**) p < 0,01 e (***) p < 0,001. Demais informagdes estdo contidas em Material
e Métodos 3.3.7. para descrigdo deste experimento; e 3.2.1. para hidrdlise de pNPP.

4.4.2. Efeito de sais e 2-mercaptoetanol na atividade de Bbll

Observou-se que nenhum ion, nas concentragcdes de 1 mM e 5 mM, promoveu inibicédo
ou ativacdo de Bbl1 (p > 0,05; ANOVA). Os valores de atividade enzimatica aos diferentes sais
foram comparados a duas amostras controles: controle positivo, solucdo de Bbll dialisada com
EDTA e sem adicdo de sal; e controle negativo, solucdo de Bbl1l ndo submetida a dialise com
EDTA e sem adi¢do de sal (Figura 30). Como nenhuma diferenca foi observada entre os

controles, provavelmente é um indicio que ndo existe cofator ibnico em Bbl1.



97

Todas essas reacO0es foram executadas em tampdo Mcllvaine pH 6,0, portanto,
questionou-se se o0s ions constituintes do tampdo (fosfato, citrato e sodio) estariam
influenciando sobre o resultado observado. Para tal, a amostra Bbl1 dialisada com EDTA 100
mM foi usada na hidrolise de pNPP com tampédo Mcllvaine pH 6,0, em comparacdo a mesma
reacdo em tampéo acetato 100 mM pH 6,0 e uma amostra sem tampao. Nenhuma diferenca,
entre as condicdes, foi observada (Tabela 6; p > 0,05; ANOVA). Desse modo acreditou-se que
os ions citrato, fosfato e acetato ndo interferiram diretamente na atividade de hidrélise por Bbl1;
visto que a substituicdo do tamp@o Mcllvaine, cujos ions constituintes sdo citrato, fosfato e
sodio, pelo tampdo acetato, em comparacgdo a reacdo sem tampdo, ndo promoveu alteracfes na
atividade de hidrolise de pNPP por Bbl1.

Em seguida, o mesmo planejamento utilizado para averiguar o efeito de sais e 2-
mercaptoetanol foi executado, porem em tampédo acetato 100 mM pH 6,0: apenas o sal
Pb(C2Hs02).3H.0 apresentou efeito inibitdrio, com uma reducdo de aproximadamente 80% da
atividade em relacdo ao controle negativo (dados ndo mostrados). Em seguida, realizou-se essa
mesma reagdo em tampéo acetato com Pb(C2Hs02).3H20 5 mM, adicionando sais de fosfato
ou citrato. Verificou-se que apenas as solugbes contendo citrato 100 mM apresentaram valores
de atividade enzimatica semelhantes ao observado em tampdo Mcllvaine (Figura 31). Isso
indica que; apesar do citrato ndo intervir diretamente sobre a hidrolise de pNPP ele impediu o
efeito inibitério de ions Pb sobre a hidrolise de pNPP. Tal efeito de inibicdo ndo pode ser
atribuido ao acetato pois foi demonstrando, pela tabela 6, que o tampéo acetato de sodio 100
mM ndo reduziu a atividade de Bbll em relacdo a mesma reacdo de hidrolise em tampéo

Mcllvaine.
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Figura 30 - Efeito de sais e 2-mercaptoetanol sobre atividade de Bbll. Diferentes sais e 2-mercaptoetanol
foram adicionados no momento da reacdo de hidrélise de pNPP, em tampdo Mcllvaine pH 6,0, sob diferentes
concentracdes; (a) 1 mM e (b) 5 mM. A reacdo de hidrélise procedeu-se com 12 mM de pNPP, a 60°C e durante
5 minutos, cujo volume final de reacdo foi 0,5 mL. A solugdo estoque de Bbl1 utilizada na reacéo de hidrélise com
os diferentes sais ou 2-mercaptoetanol foi previamente dialisada com EDTA 100 mM e diluida em tampéo
Mcllvaine pH 6,0 a concentracdo de 185 pg.mL™ . Expressou-se o valor de atividade enzimatica de cada condigdo
em relacdo ao valor de atividade enzimatica observada no controle negativo; cuja solucdo de Bbl1 néo foi dialisada
em EDTA 100 mM e ndo se adicionou sal no momento da reacdo. Controle positivo corresponde a solucdo de
Bbl1 previamente dialisada em EDTA 100 mM. O valor de atividade enzimatica no controle negativo foi de 34,42
+ 1,62 para figura (a), e 33,63 = 1,41 para figura (b). Demais informac6es em Material e Métodos 3.3.8. para
procedimento desse experimento; e 3.2.1. para hidrélise de pNPP.

Tabela 6: Hidrdlise de pNPP por Bbll1 em tampé&o Mcllvaine, acetato ou na auséncia de tamp&o. Para as
solugdes tampao, foram mantidos valores de pH 6,0 e concentracdo de 100 mM. A solugdo reacional sem tampéo
estava em pH neutro na 4gua. A reacgdo procedeu-se com 12 mM de pNPP, volume final de 0,5 mL, 5 minutos de
reacdo e a 60°C. As solugdes estoque de Bbll foram previamente dialisadas em EDTA 100 mM e diluidas em
tampdo Mcllvaine pH 6,0, ou tamp&o acetato pH 6,0, 100 mM, ou em &gua destilada. A concentracdo final das
solugBes estoque foram de 185 pg.mLL. Demais informages em Material e Métodos 3.3.8. para procedimento
desse experimento; e 3.2.1. para hidrélise de pNPP.

Condicéo Atividade enzimatica (U.mL™)
Tampdao Mcllvaine 32,98 £ 0,97
Tampéo acetato 100 mM 34,54 +1,04

Sem tampdo 32,67+1,31
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Figura 31 - Hidrolise de pNPP na presenca do sal Pb(C2Hs02).3H20, sob diferentes condicGes. A reacdo
procedeu-se com 12 mM de pNPP, volume final de 0,5 mL, 5 minutos de reacéo, pH 6,0 e a 60°C. A concentracéo
de Pb(C;Hs0,).3H,0 na reacdo de hidrélise foi 5 mM. A solucdo estoque de Bbll utilizada na reacdo foi
previamente dialisada em EDTA 100 mM e diluida em tampéo acetato pH 6,0, 100 mM a concentragdo de 185
ug.mL?. Cada coluna representa uma condicéo a hidrélise de pNPP: (A) tampé&o acetato de sédio 100 mM;
(B) tampdo acetato de sodio 100 mM com sal de fostato de sodio na concentracdo de 200 mM; e (C) tampao
acetato sodio 100 mM com sal citrato de sodio na concentracdo de 200 mM. O valor de atividade de Bbl1, em cada
condicdo, foi expressa em razdo ao valor de atividade de Bbl1 dialisada em EDTA 100 mM e diluida em tampé&o
Mcllvaine pH 6,0. O simbolo de significancia representa a diferenca entre as condicfes avaliadas por ANOVA,;
sendo (***) p < 0,001. Demais informac6es em Material e Métodos 3.3.8. para procedimento desse experimento;
e 3.2.1. para hidrdlise de pNPP.

4.4.3. Estabilidade de Bbl1l em solventes organicos

A BDI1 purificada foi diluida em diferentes solventes na propor¢do 1:1 e mantidas a
25°C durante 24 horas. A atividade de hidrolise relativa, em relacdo a antes da mistura com o
solvente, foi usada como parametro de verificar a estabilidade. O ciclohexano potencializou em
14%, enquanto os demais solventes diminuiram sua integridade. A maior perda foi com o
butanol, n-propanol e iso-propanol em quase 100%. O etanol propiciou perda de 61% da
atividade inicial enquanto o metanol apenas 21%, sendo a menor neste estudo (Figura 32). A
solucdo controle, com adicdo de tampao Mcllvaine pH 6,0 ao inves de solvente, indica que ndo

ha perda de atividade pelas condi¢cfes deste experimento.
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Figura 32 - Estabilidade da atividade de Bbl1, em diferentes solventes. As solugdes de Bbl1 foram diluidas em
1 mL de tampdo Mcllvaine e 1 mL de solvente organico, cuja concentracgéo final de Bbl1 foi 185 pg.mL™? . Uma
solucdo com adicdo de tampao Mcllvaine, ao invés de solvente, foi utilizada como controle. Tais solugdes foram
mantidas em temperatura ambiente por 24 horas. A reacdo de hidrélise foi com 12 mM de pNPP em tampao
Mcllvaine, pH 6,0, 5 minutos de reacéo, e volume final de 0,5 mL. Valores sobre as barras representam o ganho
ou perda apos 24 horas, em relacdo ao tempo inicial. Simbolos de significancia representam a comparacéo de cada
condicdo em relacdo a solucdo controle por ANOVA; sendo estes: (*) p < 0,05; (**) p< 0,01 e (***) p <0,001.
Os solventes utilizados foram: (A) solugdo controle; (B) ciclohexano; (C) acetato de etila; (D) metanol; (E)
etanol; (F) n-propanol; (G) iso-propanol; (H) n-butanol; (I) DMSO e (J) acetona. Demais informac@es em Material
e Métodos 3.3.9. para procedimento desse experimento; e 3.2.1. para hidrolise de pNPP.

4.4.4. Estabilidade térmica de Bbll

Uma solucdo de Bbll purificada foi mantida em diferentes temperaturas por 48 horas
(Figura 33).

Notou-se que Bbll foi mais estavel nas temperaturas de 30°C a 60°C em relacdo as
temperaturas de 70°C e 80°C. A maior estabilidade, ao final de 48 horas, foi registrada em 40°C
com 42% da atividade inicial, seguida de 40% em 50°C.

Ao longo das primeiras 8 horas, a enzima foi mais estavel em 40°C e 50°C em relacao
a 30°C e 60°C. Para os instantes de 2, 4 e 8 horas, em 30 °C e 60°C, as atividades remanescentes
foram, aproximadamente e respectivamente, 90%, 60% e 58%. Em contrapartida, em 40°C e
50°C, respectivamente 100%, 95% e 64%.

Em 70°C, a partir de 4 horas, todas as atividades relativas foram menores em relacao as
temperaturas de 30°C a 60°C. Em 48 horas a atividade relativa foi 25%. Ja em 80°C ocorreu a

desnaturacdo completa de Bbl1 a partir de 8 horas.
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Figura 33 - Estabilidade de Bbl1 em diferentes temperaturas. Para cada temperatura, diluiu-se Bbl1 em tampéo
Mcllvaine pH 6,0, cuja concentracdo de enzima e volume de solucdo finais foram 185 pg.mLe 2 mL,
respectivamente. Periodicamente, quantificou-se a capacidade de hidrélise de Bbll, submetida em cada
temperatura, com 12 mM de pNPP em tamp&o Mcllvaine, pH 6,0, com 5 minutos de reacdo, em volume final de
0,5 mL e a 60°C. Valores expressos em relacdo a atividade de Bbl1 no tempo inicial do experimento. O valor de
100% de atividade relativa é correspondente a diluicdo da Bbll purificada que é 186,2 U. Temperaturas
avaliadas: 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C. Periodos avaliados: 2, 4, 8, 24 e 48 horas. Legendas: (e) 30°C; (o) 40°C;
(m) 50°C; (o) 60°C; (A) 70°C e (A) 80°C. Demais informacdes estdo descritas em Material e Métodos 3.3.12.
para esse experimento; e 3.2.1. para hidrélise de pNPP.

Com o perfil de estabilidade foram determinados os valores de tso € kdesn para cada
temperatura (Tabela 7). O tso corresponde ao tempo necessario para que 50% da atividade se
mantenha. A constante Kdesn corresponde a constante da desnaturacdo de uma proteina,
indicando o nimero de mol de enzima desnaturada por mol de enzima nativa, por uma unidade
de tempo. Esses dados indicam que em 40°C a enzima mantém por mais tempo sua atividade e

um menor nimero de moléculas de Bbll sdo deshaturadas por segundo.

Tabela 7 - Valores de tso e Kdesn de Bbl1, em diferentes temperaturas. Esses valores foram obtidos a partir do
estudo de estabilidade de Bbl1, com solucdo de 185 pg.mL* de Bbl1 em tamp&o Mcllvaine pH 6,0. Temperaturas
avaliadas: 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Os valores de tso € kgesn foram determinados conforme PRAJAPATI et al.
(2013) e, CHAPLIN e BUCKE (1990). Demais informac@es descritas em Material e Métodos 3.3.12. para esse
experimento.

30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C

tso (h) 11,81+0,26 22,33+0,44 1455+0,70 10,04+0,81 5,34+0,60 <2*

Keesn (10°,s)  1,63+0,09 0,86+0,05 1,32+0,09 1924013 3,60+0,31 >9,62*

* sinal de maior (>) ou menor (<) indica a impossibilidade de determinar com exatidao visto a limitacdo
dos periodos avaliados.
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A partir das constantes de Kdesn, uma relacéo linear e semi-reciproca entre temperatura e
logaritmo natural da Kqesn, para as temperaturas de 40°C a 70°C, permitiu determinar a Ea(q) que
corresponde a energia de ativacdo na reacdo que exprime a conversdo de enzimas nativas para
enzimas desnaturadas (Figura 34). Seu valor de Ea) foi 40,13 + 3,92 kJ.mol™ As temperaturas
de 30 e 80°C foram desconsideradas visto que promoveram desvio na relacdo linear de

Arrhenius.

-10,0
10214
10,4
-10,6 4
34108+
11,04
112
114+
11,64
118

Ajuste linear
R*=0,97
In(k,,.,,) = 3,72 - 4,82.T!

SH

e

In(k,

295 3,00 3,05 3,10 3.15 3,20
T (K!'x 1073)

Figura 34 - Relacao linear semi-reciproca entre temperaturas e logaritmo natural das respectivas constantes
kaesn. Temperaturas utilizadas: 40, 50, 60 e 70°C; foram convertidas a razéo inversa de seu valor em Kelvin (102,
K™, 3,19; 3,09; 3,00; e 2,91, respectivamente. As temperaturas de 30 e 80°C foram desconsideradas por induzir
desvio na relacéo linear. A equagdo gerada corresponde a fungéo de Arrhenius (PRAJAPATI et al., 2013) na qual
3,72 indica a constante de Arrhenius, e 4,82 o coeficiente angular da reta. Esse coeficiente angular é definido pela
razdo entre Eaq) € a constante natural dos gases, R. Essa relacdo linear apresentou um coeficiente de determinacdo
(R?) de 0,97. Demais informagcdes descritas em Material e Métodos 3.3.12. para esse experimento.

4.4.5. Estabilidade de Bbll em diferentes pH

Quanto a estabilidade em pH, a Bbl1 apresentou, aproximadamente, as mesmas perdas
de atividade em todos os valores estudados. A menor estabilidade foi registrada em pH 10 que,
apos 48 horas, registrou-se 31% de atividade residual enquanto os demais pH foram de,
aproximadamente, 40%. Além disso notou-se que em pH 7,0, no periodo de 3 horas, a atividade
residual foi superior em relagcdo aos demais pH (Figura 35).

Com o perfil de estabilidade, determinou-se o valor de tso para cada pH, sendo 0 maior
valor registrado no pH 7,0, seguido do pH 8,0 e 9,0, com respectivamente 19, 17 e 16 horas
(Tabela 8).



103

oo
==
1

(o)
o
1

il

Atividade relativa (%)
(]
o

0

0123456 24 48
Tempo (h)

Figura 35 - Estabilidade de Bbl1 em diferentes pH. Diluiu-se Bbl1 em tampéao Mcllvaine para os pH 3, 4, 5, 6,
7 e 8, e em tampao glicina 200 mM para os pH 9 e 10, cuja concentracdo de enzima e volume de solucéo finais
foram 185 pug.mLt e 2 mL, respectivamente. A solucdo de cada pH foi mantida a 40°C. Periodicamente,
quantificou-se a capacidade de hidrélise de Bbll, submetida em cada pH, com 12 mM de pNPP em tampao
Mcllvaine, pH 6,0, com 5 minutos de reacdo, em volume final de 0,5 mL e a 60°C. Valores expressos em relacdo
a atividade de Bbl1 no tempo inicial do experimento. O valor de 100% de atividade relativa é correspondente a
diluicdo da Bbl1 purificada que é 186,2 U. pH avaliados: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10. Periodos avaliados: 1, 2, 3, 6,
24 e 48 horas. Legendas: (e) pH 3,0; (o) pH 4,0; (m) pH 5,0; (0) pH 6,0; (A) pH 7,0; (A) pH 8,0; (¢#)pH 9,0 e
(<) pH 10,0. Demais informagdes estdo descritas em Material e Métodos 3.3.13. para esse experimento; e 3.2.1.
para hidrélise de pNPP.

Tabela 8 - Valores de tso de Bbll, em diferentes pH. Esses valores foram obtidos a partir do estudo de
estabilidade, com solugdo de 185 pg.mL* de Bbl1 em tamp&o Mcllvaine para os pH 3 a 8, e glicina 200 mM para
0s pH 9 e 10, cujo volume final foi de 2 mL. pH avaliados: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10. As solucbes de Bbl1 em cada
pH foram mantidas em 40°C em diferentes tampdes. Demais informagdes estdo contidas em Material e Métodos
3.3.13. para descricdo desse experimento.

pH 3 pH 4 pH5 pH 6 pH 7 pH 8 pH9 pHI10
tso(h) 10+1 10+1 11+1 12+1 19+2 17+1 16+1 81

4.4.6. Otimizacdo da temperatura e pH por planejamento de experimentos e analise de

superficie de resposta

Os valores de pH e temperatura influenciam sobre a estrutura de proteinas, portanto,
alteram sua atividade e funcdo. Esses dois pardmetros foram avaliados por meio de

planejamento experimental. O intuito foi verificar a intensidade e se essas variaveis afetam,
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conjuntamente, a hidrélise de pNPP por Bbll. Para o estudo, utilizou-se o intervalo de
temperatura de 31,8°C a 88,2°C, e 0 pH; 3,18 até 8,82. Todas as rea¢bes foram com 12 mM de
pNPP em volume final de 0,5 mL por 5 minutos de reacdo. A tabela 9 indica as atividades

enzimaticas obtidas nesse experimento.

Tabela 9 - Planejamento de experimentos para avaliar o efeito da temperatura e pH sobre a atividade de
hidrolise de pNPP de Bbll. Hidrélise de 12 mM de pNPP, com 5 minutos de reacédo e volume final de 0,5 mL,
utilizando uma solucéo de Bbl1, cuja concentragéo foi 185 pg.mL™:, em agua destilada. Demais informagdes estdo
descritas em Material e Métodos 3.3.14. para descricdo do planejamento experimental.

Ensaios Temperatura (°C) pH Valores observados

(U.mL™)
1 40 (-1) 4 (1) 51,16
2 40 (-1) 8 (1) 61,46
3 80 (1) 4(-1) 45,18
4 80 (1) 8 (1) 34,53
5 31,8 (-1.41) 6 (0) 58,99
6 88,2 (1,41) 6 (0) 38,51
7 60 (0) 3,18 (-1,41) 39,92
8 60 (0) 8,82 (1,41) 36,06
9 60 (0) 6 (0) 80,42
10 60 (0) 6 (0) 73,63
11 60 (0) 6 (0) 72,69

Os valores codificados das varidveis estdo entre parénteses.

Foi feita ANOVA para o modelo de segunda ordem. O nivel de significancia por meio
de Fcac estd na tabela 10. Nessa tabela, Temp e pH correspondem aos valores codificados da

temperatura e pH, respectivamente.

Tabela 10 - ANOVA para o planejamento experimental de segunda ordem da hidrélise de pNPP por Bbl1.
O nivel de confianga desse experimento foi 99%. Dados obtidos a partir do programa Statisica v. 11.0. Demais
informacdes estdo descritas em Material e Métodos 3.3.14. para o planejamento experimental.

Somados Grausde Quadrado

Fonte de . T Fcalculado Ftabelado x
Modelo variagao Qu?g(ga;dos thzgrlc_i;:lde lz/lsl(\j/:;) OMRIOMF G oLr Equagéo
ReQressao 5549 19 3 846,40 310,96 8,45
(R) (F99%: 3.7)
Residuo = 75,58 —
Segunda ) 199,14 ! 28,45 7,73(Temp) —
ordem 12,24(Temp)? —

R? 0,93
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Foi observado que o modelo de segunda ordem corroborou com os dados obtidos, ja
que 0 Feaic foi 36,8 vezes maior que 0 Fpelado para 99% de intervalo de confianca. O coeficiente
de determinacdo foi 0,93 para este modelo. Observou-se que o pH néo interferiu linearmente
na atividade de hidrolise. Todavia, a relacdo quadratica do pH foi o efeito que mais interferiu.
A temperatura influenciou em Bbl1, visto que suas relac6es linear e quadrética estdo presentes
no modelo. O gréfico de Pareto (Figura 36a) indica esses efeitos mencionados. A figura 36b
indica a superficie de resposta dada pelo modelo de segunda ordem.

Com esse modelo verificou-se que a atividade maxima esperada de hidrolise de pNPP
por Bbl1 foi de 79,71 + 7,12 U.mL™. Esse valor corresponde a solugdo purificada obtida em
resultado 3.3.6. Partindo-se do volume desta solucdo de Bbll purificada (200 mL), pode-se
concluir que o planejamento aumentou 1,75 vezes a atividade de hidrolise por Bbl1. Os valores
de temperatura e pH 6timos sdo, respectivamente, 53,6°C (-0,32) e 6,04 (0,02). Por causa disso,
esses valores de temperatura e pH ideais passaram a serem utilizados para mensurar atividade
de Bbl1 nos estudos de cinética, imobilizacdo e estabilidade de derivados

(a) (b)

PH(Q)

>0
Il <70
Il <60
Il <50
[ <40
[1<30
<20
B <10

Temperatura (°C)(Q)

Temperatura (°C)(L)

(R C) RIS TR
. ,

p=.01

£

> BT

Figura 36 - Planejamento fatorial da hidrélise de pNPP por Bbll ndo-imobilizada. (a) Representacdo gréafica
de Pareto dos efeitos estudados sobre a atividade de hidrélise por Bbll e (b) superficie de resposta obtida do
modelo de segunda ordem. O intervalo de confianca utilizado foi de 99%. O valor maximo esperado para hidrolise
de pNPP, partindo-se da solucdo obtida na purificacdo desta enzima (se¢do 3.3.6.), foi 79,71 + 7,12 U.mL", cujos

valores de pH e temperatura ideias foram 6,04 e 53,6 °C, respectivamente. Demais informagdes em Material e
Métodos 3.3.14. para descri¢do do planejamento experimental.

4.4.7. Efeito da concentracdo de substrato e energia de ativacao da atividade de hidrdlise

de pNPP por Bbl1, em comparag&o a enzima comercial Palatase® (Novozymes)

Em reagdes catalisadas por enzimas, alem da estabilidade e otimizac&o, os parametros

cinéticos precisam ser elucidados para verificar a rentabilidade e perfil na producéo de produtos,
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ou consumo de reagentes ao longo da reacdo. Muitas enzimas podem ser estaveis e apresentar
melhoria quanto a sua atividade apds a otimizagdo, entretanto isso nao significa que a eficiéncia
e a taxa na conversdo de substratos para produtos sao melhores.

Em vista disso, avaliou-se o perfil cinético de Bbl1 em relacdo a enzima comercial
Palatase. Em primeiro lugar, purificou-se a lipase de Rhizomucor miehei de uma amostra de
Palatase® 20.000L. Obteve-se uma solugdo de 200 mL de lipase purificada em tampao fosfato
10 mM pH 7,0, cuja atividade especifica foi 264,10 + 85,05 U.mg™. A hidrélise de pNPP por
Palatase foi feita em pH e temperatura de acordo com o fabricante.

Foram observadas curvas de saturacdo de pNPP na atividade hidrolitica de Bbl (Figura
37a) e Palatase (Figura 37b).

(b)
@ 6000 "~ 6000
é—\ o % o = 1 a0
= - g 4000;  R*=0,977
> f.f S
o e
o 1 2 3 4 5 O I 2 3 4 5
[PNPP] (mM) NP (mM)

Figura 37 - Efeito da concentracéo do substrato pNPP sobre a atividade hidrolitica de Bbl1 e lipase obtida
da Palatase® 20.000L (Novozymes). (a) Bbl1 e (b) Palatase. A hidrélise de pNPP, para ambas lipases, foi em
tamp&o Mcllvaine pH 6,0 com 0,5 mL de volume reacional e 5 minutos de reacéo. Para Bbl1 foi usada temperatura
de 54°C e para lipase da Palatase, 40°C. As concentracbes de Bbll e Palatase utilizadas no momento de reacéo
foram 9 x 10°mg.mL* e 2,5 x 102 mg.mL, respectivamente. As concentraces de pNPP utilizadas foram: 0,24 —
5,01 mM. Os coeficientes de determinacdo foram de 0,987 e 0,977 para as Bbll e Palatase, respectivamente.
Demais informacgdes estdo descritas em Material e Métodos 3.3.15. para a andlise dos dados cinéticos; e nos
ANEXOS D e E para determinacéo da concentracéo e tempo de reagdo aos estudos cinéticos.

Para Bbll a Vi = 5367 + 188 U.mg™ e Kos= 0,92 + 0,15 mM e, para Palatase a Vmax
= 2097 £ 66 e Kos = 1,57 £ 0,17 mM. Segundo o software GraphPad Prism 6.0, a curva obtida
para Bbll apresentou coeficiente de hill igual a 1,83 + 0,19, indicando que a saturacdo de
substrato ndo foi de acordo com modelo matematico de Michaelis-Menten, mas sim sigmoidal.

A tabela 11 resume os parametros cinéticos utilizando pNPP para Bbll e Palatase.
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Tabela 11 - Parametros cinéticos da hidrélise de pNPP pelas lipases Bbll e da Palatase® 20.000L
(Novozyme). A hidrélise de pNPP, para ambas lipases, foi em tamp&o Mcllvaine pH 6,0 com 0,5 mL de volume
reacional e 5 minutos de reagdo. Para Bbll foi usada temperatura de 54°C e para lipase da Palatase, 40°C. As
concentragdes de Bbl1 e Palatase utilizadas no momento de reagdo foram 9 x 10°mg.mL?* e 2,5 x 102 mg.mL,
respectivamente. Demais informaces estdo descritas em Material e Métodos 3.3.15. para a andlise dos dados
cinéticos; e no ANEXOS D e E para determinagdo da concentragdo e tempo de reacdo aos estudos cinéticos.

Lipase  Vmax (U.mg?Y)  Keat (1) Kos (MM)  Kea/Kos (MM™s™) hill

Bbl1 5367 + 188 4367 £233 0,92+0,15 4746 + 360 1,83+0,19

Palatase 2097 + 66 1020 +53  1,57+0,17 657 +28 1

O turnover (kcat) de pNPP, quando saturante na solucdo, foi cerca de 4,3 vezes maior
para Bbl1l. Em concentragcfes proximo ao Ko a eficiéncia de utilizacdo do substrato (Kcat/Kos)
foi 7,2 vezes maior para Bbl1.

Foram determinados os valores de ke para hidrolise de pNPP em diferentes
temperaturas para Bbll e Palatase (ANEXOS F e G). Determinou-se, a partir disso, a relacao
linear semi-reciproca entre o logaritmo natural de ke € 0 inverso da temperatura (Figura 38).
Essa relacdo permite predizer a energia de ativacdo (Ea) da hidrolise de pNPP catalisada pelas
enzimas (JANICE, 1979; PRAJAPATI et al., 2013; SOLAESA et al., 2016; SOSE et al., 2017).
A E. corresponde a barreira do estado energético na conversdao do pNPP em acido palmitico e
p-nitrofenol, quando catalisada pelas lipases. Essa energia para reacéo catalisada por Bbl1 foi
de 47,89 + 6,32 kd.mol* e para Palatase de 157,63 + 14,23 kJ.mol™ A existéncia da concavidade
(em forma de “sino”) nos valores observados indica que, a partir de uma dada temperatura, a
desnaturacdo térmica da enzima prevaleceu sobre o aumento na velocidade de catalise de pNPP.
Desse modo, a desnaturacédo térmica prevaleceu a partir de 60°C e 50°C para Bbll e Palatase,

respectivamente.
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Figura 38 - Relacgdo linear semi-reciproca entre temperaturas e logaritmo natural das respectivas constantes
keat. (@) Bbl1 e (b) Palatase. Temperaturas utilizadas: 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75 °C; foram convertidas a razéo
inversa de seu valor em Kelvin (103 K™), 3,19; 3,14; 3,09; 3,04; 3,00; 2,95; 2,91; e 2,87, respectivamente. A
equacdo linear corresponde a funcdo de Arrhenius (PRAJAPATI et al., 2013), cujo coeficiente angular é definido
pela razdo entre energia de ativacdo para hidrélise de pNPP (Ez) e a constante natural dos gases (R). Essas relagGes
apresentaram coeficientes de determinacéo (R?) de 0,95 e 0,98 para Bbl1 e Palatase, respectivamente. A reacdo de
hidrélise foi com 3 mM de pNPP, para ambas lipases, foi em tampao Mcllvaine pH 6,0 com 0,5 mL de volume
reacional e 5 minutos de reacdo. As concentracdes de Bbll e Palatase utilizadas no momento de reacdo foram 9 x
10°mg.mL?t e 2,5 x 102 mg.mL, respectivamente. Legendas: (@) ¢ (A ) indicam os valores observados para Bbl1
e Palatase, respectivamente. (o) e (A) sdo os valores teéricos de ke caso ndo houvesse efeito de desnaturacdo
térmica. As equagdes foram determinadas a partir dos pontos (®) e (A) anteriores a prevaléncia da desnaturaco
térmica. Demais informacdes descritas em Material e Métodos 3.3.15. para esse experimento.

4.4.8. Inibicéo da hidrdlise de pNPP por acidos oleico e linoleico na hidrolise de pNPP

Os acidos oleico e linoleico foram inibidores da hidrélise de pNPP catalisada pela Bbll
(Figura 39). Os Clso, constante que indica a concentragdo do inibidor para retengdo de 50% da
atividade enzimatica inicial, para o acido oleico foi de 3,52 + 0,09 mM e linoleico, 1,89 + 0,14

mM.
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Figura 39 - Determinacéo de Clso para inibidores de acido graxos. (a) Acido oleico e (b) acido linoleico.
ConcentracGes de acido oleico utilizadas: 0,10 — 9,09 mM. ConcentracGes de acido linoleico utilizadas: 0,10 —
6,52 mM. A reacdo de hidrdlise foi com 12 mM de pNPP, em tampéo Mcllvaine pH 6,0, com 0,5 mL de volume
reacional, 5 minutos de reagdo e a 54 °C. A concentracdo de Bbl1 no momento de reagéo foi 9 x 10-° mg.mL™.
Demais informacdes estdo descritas em Material e Métodos 3.3.16. para esse experimento.

Em seguida avaliou-se os parametros cinéticos (Vmax € Kos), sob condi¢des saturantes
de pNPP, utilizando diferentes concentracfes de &cido oleico ou linoleico. Para fins de
normatizacdo, a concentracéo de 12 mM de pNPP n&o promoveu inibi¢éo na atividade de pNPP,
ou seja, ndo houve inibicdo por substrato; entretanto, concentracdes de substrato acima deste
valor promoveram aumento de turbidez do meio reacional, propiciando erros experimentais
(dados ndo mostrados). Ao &cido oleico, notou-se diminuicdo da Vmaxem 34, 42 e 48% nas
concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mM, respectivamente (Tabela 12), em relacdo ao meio reacional
ausente de inibidor. Ja na presenca de acido linoleico, nessa mesma ordem de concentracao, a
perda de Vmax foi 24%, 30% e 53%.

Nenhuma diferenca significativa emergiu entre os valores de Ko s em ambos inibidores.
Nesse caso, assumiu-se que a inibicdo da hidrolise de pNPP, descrita nessas condicdes

experimentais, foi analoga a do tipo ndo-competitiva (Figura 40).
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Figura 40 - Efeito da concentracdo do substrato pNPP sobre a atividade hidrolitica de Bbl1l na presenca de
inibidores. (a) presenca de acido oleico e (b) acido linoleico. A hidrélise de pNPP, para ambas lipases, foi em
tampéo Mcllvaine pH 6,0 com 0,5 mL de volume reacional, 5 minutos de reacéo, e a 54 °C. A concentracéo de
Bbl1 e utilizada no momento de reacéo foi 9 x 10°mg.mL™. As concentragdes de pNPP utilizadas foram: 0,24
—5,01 mM. Legendas: (e) sem inibidor; (0) 0,5 mM de inibidor; (m) 1,0 mM de inibidor e (0) 2,0 mM de inibidor.

Demais informacdes estdo descritas em Material e Métodos 3.3.16. para esse experimento de inibicéo.

Tabela 12 - Parametros cinéticos da hidrolise de pNPP por Bbll na presenca de diferentes concentracdes de
acidos oleico e linoleico. A hidrolise de pNPP foi em tampéo Mcllvaine pH 6,0 com 0,5 mL de volume reacional,
5 minutos de reacdo e a 54°C. A concentragéo de Bbl1 no momento da reagdo foi 9 x 10°mg.mL%. O ANOVA
permite observar diferencas significativas entre os valores de Vmax € Kos das diferentes concentrac@es de inibidor.
Nivel de significancia utilizado; 95%. Demais informacdes em Material e Métodos 3.3.16. para esse experimento.

Inibidores Concentragdo (mM) Vimax (U.mg™h)  Kos (MM)
0 5493 + 86 0,94 +0,17
Acido 0,5 3629 + 79 1,12+ 0,09
oleico 1,0 3154+50  1,02+0,11
2,0 2566 + 63 1,05+0,10

ANOVA < 0,001 > 0,05
0 5509 + 115 0,93 +0,04
Acido 05 4191+55  0,92+0,02
linoleico 1,0 3831 + 156 0,95 +0,09
2,0 2888 + 119 1,03+ 0,08

ANOVA < 0,001 > 0,05

4.5. Caracterizacdo bioquimica de Bbll imobilizada utilizando pNPP como substrato

4.5.1. Imobilizacao de Bbll em diferentes suportes

Esse experimento iniciou-se com a mistura de 2g de suporte em uma solugdo do extrato

bruto do crescimento de Anbiz+ €M biorreator contendo 435 U totais de hidrolise de pNPP por

Bbl1. A agarose ndo-ativada correspondeu ao controle experimental, permitindo verificar se
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Bbl1 é estavel nas condi¢cdes de pH e temperatura utilizadas no curso da imobilizagdo. Nesse
suporte esperou-se que nenhuma enzima ficasse imobilizada, j& que a agarose inerte pouco
interage com proteinas.

Verificou-se que em todos os suportes, com exce¢do do Phenyl-Sepharose, a retencéo
de Bbl1 do extrato bruto foi, aproximadamente, 100% apds 24 horas de imobilizacdo (Tabela
13). Entretanto, apenas no suporte de Octy-Sepharose a atividade relativa, em relacdo aos 435
de hiperativacéo ap6s a imobilizacdo de Bbll. A atividade especifica neste suporte foi de 241,3
+ 4,9 U.g de suporte. O suporte de agarose ndo-ativada permitiu verificar que Bbl1 foi estavel
nas condi¢cOes de pH e temperatura utilizada neste experimento, visto que a atividade relativa
do sobrenadante foi proximo de 96% em relacdo a atividade total inicial.

O suporte de Phenyl-Sepharose, além de reter a menor porcentagem de atividade (78,5%
do inicial), exibiu a maior perda de imobilizado o que indicou menor estabilidade neste suporte,

visto que apenas 2,8% da atividade inicial foi mantida.

Tabela 13 - Parametros de imobilizacédo de Bbll ap6s 24 horas. Reacdo de imobilizacdo consistiu na mistura
de 2 g de suporte com 435 U totais de hidrélise de pNPP, provenientes do extrato bruto do crescimento de Appii+
em biorreator. A reacao de hidrélise foi com 12 mM de pNPP em tampédo Mcllvaine pH 6,0, 0,5 mL de volume
reacional, 5 min de reacdo e a 54°C. Agarose ndo-ativada correspondeu ao controle de imobilizacdo. Demais
informacdes estdo descritas na secdo 3.3.10.

Suporte Retencéo (%)% Atividade Relativa (%)° ,A(tLleé(_jlaéj: :jgg?'tgia
Octyl-Sepharose 98,8+5,0 122,6 £5,0 241,3+4,9
Butyl-Sepharose 99,2+52 43,8134 40,2+5,9

Phenyl-Sepharose 785+7,9 2,8+0,2 54+0,3
Sepabeads C-18 98,5+5,7 249+49 50,1+9,7
DEAE-celulose 99,9+7,0 52,8+3,3 106,9 +4,0

MANAE-agarose 99,9+8,2 62,5+54 134,9+6,8

PEl-agarose 99,3+8,7 453+ 3,5 100,5+4,9
CNBr-Sepharose 96,6 +5,0 357+3,9 48,9 +4,3
Agarose ndo-ativada 0,0 96,7 +3,1¢ 0,0

Parametros: ? corresponde a proporcéo entre a unidade enzimatica total do sobrenadante retida pelo suporte apés
24 horas e os 435 U totais iniciais, em porcentagem. ° definida pela razéo entre a unidade enzimética total presente
no suporte, apos 24 horas de imobilizacdo, em relagdo aos 435 U iniciais. ° corresponde a unidade enzimatica total
presente por grama de suporte utilizado na imobilizagio, apds 24 horas.? definida pela razio entre a unidade
enzimatica total remanescente no sobrenadante apds 24 horas em relacdo aos 435 U totais iniciais.

O estudo de imobilizacéo foi realizado em diferentes periodos, permitindo a construgdo
dos perfis de imobilizagdo, que correlacionaram a atividade relativa do sobrenadante e do

derivado, e o respectivo tempo de imobilizacéo (Figura 41).
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Octyl, Butyl, Phenyl e PEI provocaram uma hiperativacdo, conforme visualizada pela
atividade relativa destes derivados. Apenas em Octyl foi observada que essa hiperativacéo
aumentou gradativamente, sendo maxima em 24 horas. Em Phenyl, Butyl e PEI, esse fendmeno
ocorreu, respectivamente, nos primeiros 15 minutos, 30 minutos e 30 minutos de reacao e, logo
em seguida, registrou-se queda continua na atividade relativa destes derivados.

Para DEAE-celulose, sua atividade relativa manteve-se proximo de 50% do inicio até o
final do experimento. Interessante que a retencdo de Bbll foi maxima logo nos primeiros 30
minutos de imobilizacdo. JA em MANAE-agarose, a atividade relativa e a retengdo de Bbll
foram maximos no comeco do experimento, todavia, ocorreu perda de 38% da atividade relativa
em 24 horas de imobilizacéo.

Né&o foi encontrada a hiperativacdo de Bbl1l no suporte de Sepabeads C-18. Apesar que
a retencao de Bbl1 neste suporte foi aproximadamente 98% e ser uma resina hidrofobica. Alem
disso, observou-se perda gradativa de atividade ao longo de 24 horas, indicando menor

estabilidade de Bbl1 quando imobilizada nesse suporte.
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4.5.2. Estabilidade térmica dos derivados

Uma solucédo de cada derivado foi mantida em diferentes temperaturas por até 48 horas
(Figura 42). O experimento iniciou-se com a mistura de 40 mg de derivado com 2 mL de tampé&o
Mcllvaine pH 6,0 conforme explicado em Material e Métodos 3.3.12.

Observou-se, em comparacao a Bbll ndo-imobilizada (resultados 4.4.4.), um aumento
na estabilidade em todos os suportes nas temperaturas de 30°C a 50°C, visto que ndo houve
perda significativa de atividade relativa. A excecdo foi no derivado de Sepabeads C-18, em que
registrou perda de 25% da atividade inicial logo na primeira hora de experimento em 50°C.

Em contrapartida, registrou-se perda de estabilidade da Bbl1 nas temperaturas de 70 e
80 °C; sendo registrada 100% de diminuicdo de atividade nessa Ultima temperatura com 48
horas de incubagdo. Em 70 °C, todos os derivados mantiveram apenas 10 - 20% da atividade
inicial, com excecéo do derivado PEI o qual manteve cerca de 30% da atividade inicial com 48
horas. Interessante que: apesar do ganho de estabilidade nas temperaturas de 30°C a 50°C em
todos os suportes, em geral houve perda significante da estabilidade enzimética a 70°C quando
comparada com a estabilidade de Bbl1l ndo-imobilizada.

A maior diferenca entre os suportes, quanto a manutencdo de atividade, foi observada
em 60°C. A Bbll ndo-imobilizada manteve cerca de 40% da atividade incial com 48 horas de
incubacdo (ver secdo 4.4.4.). Esse valor foi superior em todos os suportes estudados, com
excecdo do derivado de PEI que também manteve sua atividade relativa proxima de 40%, nesse
mesmo periodo. Analisando os perfis observou-se que: dependendo do tipo de suporte, a
estabilidade nos periodos estudados foi diferente. Apenas em CNBr e DEAE manteve-se 80%
da atividade residual do suporte nesta temperatura com 48 horas. Ja nos suportes de Butyl,
Phenyl, Octyl e Sepabeads C-18 a perda foi préxima de 50% nesse mesmo periodo. O MANAE

reteve cerca de 65% da atividade inicial ao fim do intervalo de estudo.
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A partir dos perfis, construiu-se a Tabela 14 contendo os valores de tso € Keesn de Bbll
imobilizado. Note que, em geral, o ganho de estabilidade foi intenso para todos os suportes nas
temperaturas de 30°C a 50°C, visto ndo ser possivel determinar com exatiddo o tso nesta faixa.

Tabela 14 - Valores de tso e Kaesn dos derivados de Bbll em diferentes temperaturas. Esses valores foram
determinados em solugdo de 40 mg de derivado em 2 mL de tamp&do Mcllvaine pH 6,0. O tso foi determinado a
partir da relacdo entre atividade relativa do derivado ao longo do periodo estudado. A constante Kdesn foi
determinada com a equacdo de Arrhenius (PRAJAPATI et al., 2013) utilizando o tsp. Demais informagdes em
Material e Métodos 3.3.12.

Suporte  Parametros 30°C 40°C  50°C 60°C 70°C 80°C
Octyl- tso () >48% >48% > 48* 106 + 2 <1* < 1*
Sepharose  kgesn (10, 51)  -** ok ok 0,18+ 0,01 ek .
Phenyl- tso () >48% >48%  >48* 97+3 <1* <1*
Sepharose  kKgesn (10°,51)  -** S S 0,20 £0,02 S Ak
Butyl- tso (h) > 48* > 48* > 48* 26 + 2 <1* <1*
Sepharose  Kgesn (10°, s1)  -** Ak Ak 0,74+ 0,03 ek e

Sepabeads tso (h) >48* >48* 24+03 3150+130 150+010 <1*
C-18 Kdesn (10, 51)  -*=* **81+05 061+002 1283+097 -**

DEAE- tso (N) > 48* > 48* > 48* > 48* 1,00+£0,09 <1*
celulose  Kgesn (105, 1) -** el el il 19,25+1,70  -**
MANAE tso () >48% > 48* > 48* 590+2 0,80+0,05 <1*
agarose  Kkgesn (105,81 -** Sk Sk 0,37+0,01 2406+1,75 -**

PE tso (h) >48* >48* >48* 2750+125 60+09 <1*
Kgesn (103, 1) %% % o 0,70£0,02 321+1,05 -**

tso () >48% > 48% > 48* > 48* <1* <1*

CNBI (105,59 o x -+* % H* H*

* sinal de maior (>) ou menor (<) indica a impossibilidade de determinar com exatiddo visto a limitacdo dos
periodos avaliados.
** ndo foi calculada kyesn devido a impossibilidade descrita em *

4.5.3. Estabilidade dos derivados em pH

Da mesma forma que o estudo de estabilidade térmica dos derivados, observou-se um
acréscimo de estabilidade de Bbll em todos os suportes em relacdo a essa enzima nao-
imobilizada, com excecdo de Sepabeads C-18 e Butyl (Figura 43). Para o Octyl e Phenyl, 0s
perfis de estabilidade foram semelhantes entre si, com maior estabilidade nos pH 3 a 5. Todavia,
ocorreu maior perda nos pH 6 a9 com, aproximadamente, 60% nessa faixa. Ja em pH 10, menos
de 20% da atividade inicial foi mantida, quase duas vezes menor ao reportado pela mesma

enzima ndo-imobilizada. Nos derivados de Octyl e Phenyl ocorreu uma hiperativagéo de Bbll



117

até 48 horas, nos pH 3 a 5, aumentando a atividade relativa em até 40%; um fendmeno nédo
observado no estudo de estabilidade de Bbl1l ndo-imobilizada (resultado 4.4.5.).

Das classes dos suportes hidrofobicos, o Butyl e Sepabeads C-18 apresentaram a menor
estabilidade dentre os derivados estudados. Para o Sepabeads C-18 a perda da atividade inicial
foi de quase 90%.

Para DEAE, MANAE e PEI, na faixa de pH estudada, registrou-se maior estabilidade
no pH 5; visto que nos demais registraram-se valores de atividade relativa semelhantes a Bbl1
ndo-imobilizada. A diferenca entre estes suportes consistiu na capacidade de DEAE manter
maior atividade residual no pH 10, em relacdo a MANAE. Ja no PEI, houve perda de atividade
no pH 5 em 24 e 48 horas, apesar de corresponder a 73% da atividade inicial. Foi observado
que pH inferior a 5 promove a dessor¢do de Bbll da matriz de DEAE, MANAE e PEI,
justificando a auséncia desses pontos no estudo. Em todos os experimentos, a incubacdo dos
derivados nos variados pH ocorreu a 50°C, pois nessa temperatura os derivados apresentaram
maior estabilidade (ver se¢do 4.5.2.). N&o observou-se diferenca no valor de atividade relativa

dos suportes quando suspendidos em tamp&o Mcllvaine ou glicina pH 8 (dados ndo mostrados).
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A partir dos perfis de estabilidade de pH, determinou-se os valores de tso em cada valor
estudado (Tabela 15).

Tabela 15 - Valores de tso dos derivados de Bbll em diferentes pH. Esses valores foram determinados em
solucdo de 40 mg de derivado em 2mL de tampdo mantido a 40°C. O tso foi determinado a partir da relagdo entre
atividade residual do suporte e tempo demonstrado na figura. Demais informacdes estdo em Material e Métodos
3.3.13. para descricdo desse experimento.

Suportes pH 3 pH 4 pH 5 pH6 pH7 pHS pH9 pH 10
Octyl-Sepharose > 48* > 48* > 48* >48* >48* > 48* > 48* <1*
Phenyl-Sepharose  48+3  >48* > 48* >48* >48* 4812 24+2 <1*
Butyl-Sepharose  14+1 32+2 31+2 232 >48 53+3 10t1 <1*

Sepabeads C-18 12+2 12+2 11+2 7+1 8+1 4+%1 4+1 15+0,7

DEAE ND** ND** > 48* >48*  >48* >48* 32+2 <1*
MANAE ND** ND** > 48* >48*%  >48* > 48* 71 13%x04
PEI ND** ND** > 48* >48* >48* >48* 30+x4 85%09
CNBr > 48* > A8* > 48* >48*%  >48* > 48* >48* 3506

* sinal de maior (>) ou menor (<) indica a impossibilidade de determinar com exatiddo visto a limitagdo dos
periodos avaliados.
** ndo foi mensurado, visto a dessorc¢ao de Bbl1 dos suportes nesses pH

4.5.4. Planejamento de experimentos dos derivados de Bbll para hidrélise de pNPP

Realizou-se a otimizacdo da hidrdlise de pNPP com os derivados de Octyl-Sepharose,
DEAE-celulose e CNBr. A escolha destes trés baseou-se na maior estabilidade em pH e
temperatura e maior atividade especifica. Os parametros de pH e temperatura étimos foram
comparados com a Bbl1 ndo-imobilizada. Os valores codificados de temperatura e pH foram
0s mesmos utilizados pela Bbl1 ndo-imobilizada. Todavia, a faixa de pH para DEAE foi 5,0 até
8,1. Todas as reacdes foram com 12 mM de pNPP em volume final de 0,5 mL por 5 minutos de
reacéo.

A tabela 16 indica as atividades enzimaticas obtidas nesse experimento para 0s trés

derivados.
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Tabela 16 - Planejamento de experimentos para avaliar o efeito da temperatura e pH sobre a atividade de
hidrolise de pNPP de Bbl1. Quantificou-se a capacidade de hidrélise com 12 mM de pNPP, com 5 minutos de
reacdo e volume final de 0,5 mL Mcllvaine foi o tamp&o utilizado nesse experimento. O valor de atividade descrita
em U.g%, corresponde a atividade enzimatica total por grama de suporte. Demais informagGes em Material e
Métodos 3.3.14. para descricdo desse experimento.

Observados Observados

Temperatura (°C) pH Octyl (U.g?) CNBr (U.g?)
40 (-1) 4 (-1) 216,38 25,40
40 (-1) 8 (1) 200,41 6,15
80 (1) 4 (-1) 215,74 14,40
80 (1) 8 (1) 201,76 2,63

31,8 (-1,41) 6 (0) 245,47 39,68
88,2 (1,41) 6 (0) 249,11 41,50
60 (0) 3,18 (-1,41) 248,11 36,87
60 (0) 8,82 (1,41) 212,35 13,23
60 (0) 6 (0) 202,16 0,23
60 (0) 6 (0) 226,51 55,96
60 (0) 6 (0) 201,28 2,40
o Observados

Temperatura (°C) pH DEAE (U.g%)

40 (-1) 5,45 (-1) 38,40

40 (-1) 7,65 (1) 47,96

80 (1) 5,45 (-1) 30,14

80 (1) 7,65 (1) 51,24

31,8 (-1,41) 6,55 (0) 24,14

88,2 (1,41) 6,55 (0) 8,55

60 (0) 5,00 (-1,41) 92,94

60 (0) 8,10 (1,41) 16,42

60 (0) 6,55 (0) 106,06

60 (0) 6,55 (0) 105,28

60 (0) 6,55 (0) 104,18

Os valores codificados estdo entre parénteses.

Foi feita ANOVA para 0s modelos de segunda ordem destes trés derivados. O nivel de
significancia por meio de Fcac estdo nas respectivas tabelas 17 - 19. Os termos “Temp” ¢ “pH”

correspondem aos valores codificados da temperatura e pH, respectivamente.
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Tabela 17 - ANOVA para o planejamento experimental de segunda ordem da hidrolise de pNPP por Bbll
imobilizada em Octyl-Sepharose. O nivel de confianca desse experimento foi 99%. Dados obtidos a partir do
programa Statisica v. 11.0. A equacdo descreve a relacdo entre os termos de temperatura e pH, cujo resultado é
expresso em atividade enzimatica por grama de suporte deste derivado, em U.g™. Demais informagGes estdo
descritas em Material e Métodos 3.3.14. para o planejamento experimental.

Somados Grausde Quadrado

Fonte de Frtavelado

. ST I:calculado x
Modelo S Quadrados Liberdade Medio Equacéo
variacéo (SQ) (GL) (QM) QMgr/QMr  GLrGLr
Regressdo 8,45
2406,52 2 1203,26 15,81 (F99%;
(R) = 247,57 -
Segunda 2,8)
’ 20,73(Temp)?
ordem Residuo (r) 609,04 8 76,13 17 38(pHY
Total (T) 3803,61 10 ~17,38(pH)
R? 0,84

Tabela 18 - ANOVA para o planejamento experimental de segunda ordem da hidroélise de pNPP por Bbll
imobilizada em CNBr-Sepharose. O nivel de confianca desse experimento foi 99%. Dados obtidos a partir do
programa Statisica v. 11.0. A equacdo descreve a relacdo entre os termos de temperatura e pH cujo resultado é
expresso em atividade enzimatica por grama de suporte deste derivado, em U.g™. Demais informacGes estdo
descritas em Material e Métodos 3.3.14. para o planejamento experimental.

Somados Grausde Quadrado

Modelo \Ijgrigeggg Quadrados Liberdade  Médio Q';;i;‘g?\"/lr Eia:iaf" Equacéo
(SQ) (GL) (QM) s
Regressdo 8,95
g(R) 2571,07 2 1285,54 9,13 (F99%;
Segunda , 28) = 33,23~
ordem Rei'r‘)juo 1125,56 8 140,70 Yy (2T9€(r|c?Hp;2
Total (T)  3696,63 10
R? 0,69

Tabela 19 - ANOVA para o planejamento experimental de primeira e segunda ordem da hidrélise de pNPP
por Bbll imobilizada em DEAE-celulose. O nivel de confianca desse experimento foi 99%. Dados obtidos a
partir do programa Statisica v. 11.0. A equacdo descreve a relagdo entre os termos de temperatura e pH, cujo
resultado é expresso em atividade enzimatica por grama de suporte deste derivado, em U.g™. Demais informagoes
estdo descritas em Material e Métodos 3.3.14. para o planejamento experimental.

Somados Grausde Quadrado

Modelo \'jgnge gg Quadrados Liberdade  Médio Ql;;laljlg(:\o/lr Fabelado Equacio
Q) (©L) QW) VT smen
R 1402087 3 swrzee 1935 O o
Segunda  Residuo ; 44,59(‘|1emp)2
egund 0 1690,74 7 241,53 a0t
Total (T) 1571161 10 — 24,70(pH)?

R? 0,89
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Foi observado que os modelos de segunda ordem corroboraram com os dados obtidos.
O Feac foi 1,87, 1,02 e 2,30 vezes maior que 0 Fwn com 99% de intervalo de confianca,
respectivamente para Octyl, CNBr e DEAE. Todavia, isso foi menor em comparagédo a Bbll
livre, podendo indicar erros na transferéncia de massa nos experimentos. Em todos os modelos,
a temperatura quadratica apresentou maior efeito na atividade enzimética (Figura 44),
diferentemente da Bbll livre cujo pH quadratico foi mais significativo. A temperatura ndo
afetou linearmente a intensidade de atividade enzimatica, ja que essa variavel ndo se encontra
nos modelos. A atividade enzimatica em Octyl dependeu de pH quadratico; CNBr, somente de
pH em primeiro grau e; DEAE de ambos. Provavelmente, a maneira que Bbll se encontra
imobilizada interferiu na interacdo da enzima com o meio reacional, alterando seus parametros
Otimos de hidrdlise de pNPP (Tabela 20).
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Figura 44 - Planejamento fatorial da hidrdlise de pNPP por Bbll imobilizada. Representacdo gréafica de Pareto
dos efeitos estudados e superficie de resposta sobre a atividade de hidrélise por Bbl1 imobilizada em (a) Octyl-
Sepharose, (b) CNBr-Sepharose e (c) DEAE-celulose. Os maiores valores de atividade especifica para o0s

derivados de Octyl, CNBr e DEAE foram 249,00; 45,08; e 111,12 U.g%, respectivamente. Demais informacdes
em Material e Métodos 3.3.14. para descricdo do planejamento experimental.
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Tabela 20 - Parametros de pH e temperatura ideias e valor de atividade especifica esperada para os
derivados de Bbl1. O valor de atividade esperada (U.g™) corresponde a razdo entre unidades enzimaticas por
grama de derivado. Demais informagBes em Material e Métodos 3.3.14 para descricdo do planejamento

experimental.

Valor

Suportes Tem?oecr:?tura pH esperado

-1

u.g7)

Octyl- 57,2 574 249,00
Sepharose

CNEr- 64,4 4,22 45,08
Sepharose

DEAE- 59,8 6,22 111,12
Celulose

4.5.5. Efeito da concentracéo de substrato e energia de ativacao da hidrélise de pNPP por
Bbll imobilizada em Octyl-Sepharose

Foi observada a curva de saturacdo de pNPP na atividade hidrolitica de Bbl imobilizada
em Octyl (Figura 45). Dessa vez, conforme o resultado 4.5.4., a temperatura e pH utilizados

nas reacgoes foi 57°C e 5,8.

o 1 2 3 4 5
[PNPP] (mM)

Figura 45 - Efeito da concentracéo do substrato pNPP sobre a atividade hidrolitica de Bbl1 imobilizada em
Octyl. A hidrolise de pNPP, foi em tampéao Mcllvaine pH 5,8, com 0,5 mL de volume reacional, 5 minutos de
reacdo e a 57°C. A concentracdo de Bbl1 na reagdo foi 5 x 10°mg.mL™. O coeficiente de determinagéo foi 0,96.
As concentracdes de pNPP utilizadas foram: 0,24 — 5,01 mM. Demais informacdes estdo descritas em Material
e Métodos 3.3.15 para a analise dos dados cinéticos; e no ANEXOS H e | para determinagdo da concentracgdo e
tempo de reagdo aos estudos cinéticos.

Nessa condicéo foi registrada Vmsx = 12813 + 371 U.mg? e Kos = 0,34 + 0,04 mM.
Esses valores foram, respectivamente, 2,39 vezes maiores e 2,70 menores aos observados para
enzima ndo-imobilizada. Além disso, a modelagem por GraphPad Prism 6.0 indicou um
coeficiente de hill igual a 1. A tabela 21 resume os parametros cinéticos para Bbl1l imobilizada

em Octyl.
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Tabela 21 - Parametros cinéticos da hidrdélise de pNPP pela lipase Bbl1 imobilizada em Octyl. A hidrolise de
pNPP foi em tamp&o Mcllvaine pH 5,8 com 0,5 mL de volume reacional, 5 minutos de reacdo e a 57°C. A
concentragédo de Bbl1 utilizada na reagdo foi 5 x 10°mg.mL*. Demais informacGes estdo descritas em Material e
Métodos 3.3.15 para a analise dos dados cinéticos; e no ANEXOS H e | para determinacdo da concentracdo e
tempo de reagdo aos estudos cinéticos.

Enzima Vma(U.mg?h) ket 51 Kos (MM)  Keat/Kos (MM™s™) il

Bbl1 +
Octyl

12813 + 371 10428 + 302 0,34 £0,04 30670 + 360 1

O turnover (kcat) de pNPP, quando saturante na solucdo, foi cerca de 2,39 vezes maior
para Bbll imobilizada. A queda em Kos pode indicar melhor orientagdo do substrato no sitio
catalitico da lipase, quando esté aderida a Octyl-Sepharose. De fato, em concentragdes proximo
ao Kos, a eficiéncia de utilizagdo do substrato (Kcat/Kos) foi 6,46 vezes maior para o derivado
de Octyl.

Foram determinados os valores de ke para hidrolise de pNPP em diferentes
temperaturas para Bbll imobilizada em Octyl (ANEXO J). Determinou-se, a partir disso, a
relacdo linear semi-reciproca entre o logaritmo natural de keat € 0 inverso da temperatura (Figura
46). A Ea para hidrolise de pNPP catalisada pelo derivado de Bbl1l em Octyl foi de 12,89 + 0,56
kJ.mol?, o que corresponde a uma diminuicdo de 3,72 vezes em relagdo a enzima ndo-

imobilizada.
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9,5 R%>=10,99
Inkcar = 13,91 - 1,55T!

In(kcat)
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Figura 46 - Relacéo linear semi-reciproca entre temperaturas e logaritmo natural das respectivas constantes
Keat para derivado de Bbll em Octyl. Temperaturas utilizadas: 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75 °C; foram
convertidas a razdo inversa de seu valor em Kelvin (10 K1), 3,19; 3,14; 3,09; 3,04; 3,00; 2,95; 2,91; e 2,87,
respectivamente. A concentracdo de Bbl1 nas reacgdes foi 5 x 10°°mg.mL"?, utilizando 12 mM de pNPP, em tampéo
Mcllvaine pH 5,8, cujo volume de reacdo foi 0,5 mL. A equacdo linear corresponde a funcdo de Arrhenius
(PRAJAPATI et al., 2013), cujo coeficiente angular é definido pela razédo entre energia de ativacao para hidrdlise
de pNPP (E,) e a constante natural dos gases (R). Essa relacdo apresentou coeficiente de determinacéo (R?) de
0,99. Legendas: (®) indica os valores observados de ks em cada temperatura. (©) sdo os valores tedricos de Keat
caso nao houvesse efeito de desnaturacio térmica. As equagdes foram determinadas a partir dos pontos (e)
anteriores a prevaléncia da desnaturacido térmica. Demais informac@es descritas em Material e Métodos 3.3.15.
para esse experimento.

4.5.6. Estudo de inibicéo do derivado Octyl-Sepharose por acidos oleico e linoleico

Os acidos oleico e linoleico foram inibidores da hidrélise de pNPP catalisada pela Bbll
imobilizada em Octyl-Sepharose (Figura 47). O Clso para o acido oleico foide 1,33 £ 0,11 mM,
para o linoleico, 2,07 + 0,16 mM. Comparando estes valores aos obtidos pela enzima nédo-
imobilizada, a imobilizacdo promoveu uma reducédo do Clso do &cido oleico em 2,65 vezes,
indicando maior afinidade por esse inibidor. Desse modo, a enzima Bbl1 imobilizada em Octyl
é mais sensivel ao acido oleico que o linoleico.

N&o houve inibicdo total do derivado e ndo foi observada dessorcdo da Bbll nas

concentragdes utilizadas.
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Figura 47 - Determinacao de Clso para inibidores de acido graxos em Bbl1 imobilizada em Octyl. (a) acido
oleico e (b) acido linoleico. ConcentragBes de acido oleico utilizadas: 0,11 — 3,96 mM. Concentracdes de acido
linoleico utilizadas: 0,11 — 4,60 mM. A reacédo de hidrolise foi com 12 mM de pNPP, em tampao Mcllvaine pH
5,8, com 0,5 mL de volume reacional, 5 minutos de reacéo e a 57°C. A concentracdo de Bbl1 utilizada na reacdo
foi 5 x 10° mg.mL. Demais informagdes estdo descritas em Material e Métodos 3.3.16. para esse experimento.

Nas concentragdes de 0,5 mM e 1,0 mM, de oleico e linoleico, a Vmax manteve
aproximadamente igual ao valor de reacdo sem inibidor (Tabela 22). Ja o valor de Kos dobrou
na presenca de oleico e aumentou 1,26 vezes para linoleico. Esse cenario é oposto do registrado
pela Bbl1l ndo-imobilizada, visto que sua Vmax caiu enquanto o Kos manteve-se praticamente
igual na presenca destes mesmos inibidores.

O interessante ocorreu na concentracdo de 2,0 mM de ambos inibidores. A Vmax diminui
em relagdo a auséncia de inibidor. Para oleico a Vmax = 8880 + 174 U.mg™ e, linoleico, Vimax =
11390 + 337 U.mg™. Entretanto o Kos também registrou queda para 0,19 + 0,02 mM, com
acido oleico, e 0,26 + 0,05 mM com &cido linoleico.

Dois processos de inibicdo foram vistos nesse experimento. Primeiramente, quando a
concentracdo do inibidor foi 0,5 mM e 1,0 mM, a inibicdo semelhou-se ao tipo competitivo.
Todavia, para concentragdo de 2 mM, a queda de Vmax e Kos indicou uma aparente inibicéo

mista (Figura 48).
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Figura 48 - Efeito da concentracdo do substrato pNPP sobre a atividade do derivado de Bbl1 na presenca
de inibidores. (a) presenca de acido oleico e (b) &cido linoleico. A hidrélise de pNPP foi realizada em tampéo
Mcllvaine pH 5,8 com 0,5 mL de volume reacional, 5 minutos de reacdo e temperatura de 57°C. A concentracéo
de Bbl1 imobilizada utilizada no meio reacional foi 5 x 10°° mg.mL*. As concentracdes de pNPP utilizadas
foram: 0,24 — 5,01 mM. Legendas: (e) sem inibidor; (o) 0,5 mM de inibidor; (m) 1,0 mM de inibidor e (o) 2,0
mM de inibidor. Demais informacdes estdo descritas em Material e Métodos 3.3.16. para esse experimento de
inibicdo.

Tabela 22 - Parametros cinéticos da hidrolise de pNPP por Bbll imobilizada em Octyl-Sepharose, na
presenca de diferentes concentrac@es de acidos oleico e linoleico. A hidrélise de pNPP foi em tampédo Mcllvaine
pH 5,8 com 0,5 mL de volume reacional, 5 minutos de reacdo e a 57°C. A concentracdo de Bbl1 na reacéo foi 5 x
10° mg.mL*. As concentracdes de pNPP utilizadas foram: 0,24 — 5,01 mM. Determinaram-se os parametros
cinéticos com 0,5; 1,0; e 2,0 mM de 4cido graxo na reacdo. O ANOVA permitiu observar diferencas significativas
entre os valores de Vmax € Ko entre as concentracfes de inibidor. Demais informacfes descritas na se¢do 3.3.16.
para este experimento.

Inibidores  Concentragdo (mM) Vimax (U.mg™) Kos (MM)

i 0 12813 + 371 0,34 +£0,04
Acido 0,5 12988 + 428 0,62 +£0,07
oleico 1,0 12629 + 404 0,64 + 0,08

2,0 8880 + 174 0,19 £ 0,02

ANOVA < 0,05 < 0,05

i 0 12813 + 371 0,34 +£0,04
Acido 0,5 12676 + 226 0,43 +£0,03

linoleico 1,0 12408 + 418 0,44 +0,07
2,0 11390 + 377 0,26 £ 0,05
ANOVA < 0,05 < 0,05

4.6. Efeito de hidrolisado dos 6leos de buriti e acai em células de glioblastoma LN18 e
fibroblasto

Os 6leos de buriti e acai foram hidrolisados, na presenca de Bbl1 imobilizada em Octyl-
Sepharose. As fases polar e apolar foram dissolvidas em DMSO e, em seguida, utilizadas
(separadamente, ou em conjunto, e em diferentes concentracfes) no tratamento de células da

linhagem glioblastoma LN18 e fibroblastos, cujo experimento acompanhou a viabilidade
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celular destas linhagens por 24 e 120 horas, com o método do XTT. Para esse experimento
foram elaborados trés controles: cultivos destas células em 6leo de buriti ou agai (a escolha
dependeu do produto de hidrdlise), na presenca de 0,1% de DMSO, e com a droga telozolomida.
Considerou-se 100% de viabilidade aquela registrada no controle com o 6leo buriti ou agai.

Em 24 horas de incubacdo, observou-se perda de viabilidade nos dois tipos celulares
quando cultivados na mistura das fases polar e apolar do 6leo de acai (Figura 49a e Figura 49c).
Nos cultivos de fibroblasto também se registrou menor viabilidade quando expostas a
concentracdo C5 das fases apolar e polar, em 21% e 48%, respectivamente. Mesmo ocorrendo
perda de viabilidade em ambas as linhagens, as células de fibroblasto apresentaram maior queda
em relagdo as tumorais. J& em 120 horas, esse efeito ndo apareceu na linhagem LN18. Em
fibroblastos, registrou-se 0 mesmo perfil de diminuicdo da viabilidade, tanto na exposi¢édo a
mistura de fases quanto a fase apolar solenemente.

Os produtos de hidrdlise do 0leo de buriti exibiram outro cenario nesse experimento
(Figura 50). Em 24 horas, as concentragdes C4 e C5 da fase apolar e da mistura promoveram
perda superior a 50% da viabilidade mitocondrial das células tumorais. Todavia, ndo se
registrou efeitos deletérios nos fibroblastos. Em 120 horas, a perda de viabilidade manteve-se
em LN18 quando exposta a mistura, porém tal perda foi menor comparado as mesmas
concentracdes em 24 horas. Ja para as células de fibroblasto, a fase polar promoveu um ganho
de viabilidade, chegando até 40%. O tratamento com a fase apolar e mistura de fases dos
hidrolisados de buriti foram mais eficientes, em termos de diminuir viabilidade mitocondrial de
células cancerigenas, que a utilizacdo da telozolomida 200 mM, droga comumente utilizada no

tratamento clinico.
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Figura 49 - Viabilidade das células de fibroblasto e glioblastoma na presenca dos produtos de hidrdlise do
6leo de acai. Células de fibroblasto na presenca dos produtos de hidrélise do 6leo de acai com 24 horas (a) e 120
horas (b) de cultivo. Células da linhagem de glioblastoma LN-18 na presenga dos produtos de hidrdlise do 6leo de
acai em 24 horas (c) e 120 horas (d) de cultivo. As células de fibroblasto e LN-18 foram cultivadas na presenca
das concentracdes C1-C5 da fase polar, apolar ou da mistura de ambas. Utilizaram-se trés controles: meio contendo
6leo de acai ndo-hidrolisado, meio contendo 0,1% de DMSO, e meio contendo 200 mM da telozolomida. Pelo
fabricante, a viabilidade celular foi proporcional a densidade 6ptica mensurada pelo método colorimétrico com sal
tetrazolium XTT. Considerou 100% a densidade dptica, do método de XTT, quantificada da cultura ao 6leo de
acai ndo-hidrolisado. Simbolos de significancia representam a diferenca estatistica da viabilidade do cultivo em
relacdo & viabilidade das células cultivadas na presenca do dleo de acai ndo-hidrolisado, com ANOVA, seguido
de post-hoc de Tukey; (**) p< 0,01 e (***) p < 0,001. Os nimeros sobre as barras verticais indicam a porcentagem
de perda ou ganho de viabilidade celular em relacdo ao cultivo ao 6leo de acai ndo-hidrolisado. Abreviacbes: TMZ
- telozolomida; C1 — 0,025 mg.mL%; C2 - 0,05 mg.mL*; C3 — 0,10 mg.mL™?; C4 — 0,15 mg.mL ;e C5 - 0,20
mg.mL. Demais informagdes em Material e Métodos 3.4. para descricdo desse experimento.
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Figura 50 - Viabilidade das células de fibroblasto e glioblastoma na presenca dos produtos de hidrdlise do
6leo de buriti. Células de fibroblasto na presenca dos produtos de hidrolise do 6leo de buriti com 24 horas (a) e
120 horas (b) de cultivo. Células da linhagem de glioblastoma LN-18 na presenca dos produtos de hidrélise do
6leo de buriti em 24 horas (c) e 120 horas (d) de cultivo. As células de fibroblasto e LN-18 foram cultivadas na
presenca das concentracbes C1-C5 da fase polar, apolar ou da mistura de ambas. Utilizaram-se trés controles: meio
contendo Oleo de buriti ndo-hidrolisado, meio contendo 0,1% de DMSO, e meio contendo 200 mM da
telozolomida. Pelo fabricante, a viabilidade celular foi proporcional a densidade 6ptica mensurada pelo método
colorimétrico com sal tetrazolium XTT. Considerou 100% a densidade Optica, do método de XTT, quantificada
da cultura ao 6leo de buriti ndo-hidrolisado. Simbolos de significncia representam a diferenca estatistica da
viabilidade do cultivo em relacdo a viabilidade das células cultivadas na presenca do 6leo de buriti ndo-hidrolisado,
com ANOVA, seguido de post-hoc de Tukey; (**) p <0,01 e (***) p < 0,001. Os numeros sobre as barras verticais
indicam a porcentagem de perda ou ganho de viabilidade celular em relagdo ao cultivo ao 6leo de buriti ndo-
hidrolisado. Abreviagdes: TMZ - telozolomida; C1 — 0,025 mg.mL*; C2 - 0,05 mg.mL?; C3-0,10 mg.mL?; C4
- 0,15 mg.mL;e C5 — 0,20 mg.mL*. Demais informagdes em Material e Métodos 3.4. para descricdo desse
experimento.
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Os produtos de hidrolise dos dleos de acai e buriti, aplicados nas células de glioblastoma
LN18 e fibroblastos, foram avaliados quanto composi¢éo por cromatografia de camada delgada
(Figura 51).

Por meio desta, verificou-se que a fase apolar da hidrdlise de acai reteve
monoacilglicerdis, diacilglicerois, acidos graxos e remanescentes de triacilglicerdis. Essa
proporcdo foi encontrada na fase polar, porém em menor quantidade e ausente de
monoacilglicerdis. Em relacdo ao 6leo de buriti, a fase apolar conteve maior propor¢cdo dos

diacilglicerdis, enquanto a fase polar, maior quantidade de &cidos graxos.
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Figura 51 - Cromatografia em camada delgada dos produtos de hidrolise do 6leo de acai e buriti. (a) Produtos
de hidrdlise do 6leo de acai e (b) buriti. A reacdo de hidrdlise dos dleos de agai e buriti foi por meio da Bbll
imobilizada em Octyl-Sepharose revestida com PEI, a 57°C e por 48 horas. Abrevia¢cdes: M1 — padrdo de acido
graxo; M2 — padrdo de diacilglicerois; O. Acai — dleo de agai ndo-hidrolisado; O. buriti — 6leo de buriti néo-
hidrolisado; Polar — fase polar do produto; Apolar — fase apolar do produto; MAG — monoacilglicerol; DAG —
diacilglicerol; FFA —&cido graxo livre e TAG —triacilglicerol. Caneletas: 5 pL de cada amostra 200 vezes diluida
em hexano. Fase mdvel - hexano : acetato de etila : &cido acético (90:10:1). Dimens6es da placa de silica: 5 x 4
(cm). Demais informagdes em Material e Métodos 3.4. para esse experimento.



DISCUSSAO



134

5. Discussao

Dentre as ferramentas utilizadas em escala laboratorial, a busca por novas cepas de
fungos, bactérias ou até mesmo algas selvagens é ainda o método mais utilizado, visando a
diversidade de enzimas produzidas por esses organismos. Entretanto, ha o fator nicho ocupado
por cada um destes micro-organismos, o que limita a capacidade de producao destes insumos.
A escolha, portanto, de micro-organismos que usufruem naturalmente das enzimas de interesse
industrial serve como direcionamento para obtencdo de cepas naturalmente mais produtoras.
Muitas vezes, nestes organismos ha a possibilidade de existir um pool de enzimas da mesma
classe o que enobrece a diversidade de caracteristicas, ampliando a utilizacéo e comercializacdo
destas enzimas.

Fungos patologicos de plantas e insetos apresentam uma diversidade das enzimas que
auxiliam na obtencdo de substratos e na atividade parasitica (KING et al., 2011). A producéo
de um pool de enzimas da mesma classe € uma adaptacao evolutiva que permite-nos invadir 0s
tecidos dos hospedeiros e completar o processo de infeccédo, frente aos diferentes mecanismos
de defesa presentes nos hospedeiros (FERNADEZ et al., 2012). Fungos entomopatologicos
vem sendo utilizados massivamente no controle de pragas principalmente na producdo de
lipases as quais catalisam a hidrélise de grupos ésteres, lipoproteinas e ceras presentes no corpo
do hospedeiro (LEGER et al., 1986). Ao que parece, quando os genes que codificam essas
enzimas sdo duplicados, uma copia mantém as propriedades originarias da proteina, enquanto
a outra é modificada quanto a sequéncia de aminoacidos, estimulando a divergéncia funcional.
Isso explica por que nesses organismos a mesma classe de enzimas é composta por uma
variedade de genes, cada a qual codifica uma enzima com propriedade distintas das demais
(MONDAI et al., 2016). Quanto a producdo de lipases, a espécie Beauveria bassiana ganha
destaque devido a variedade de lipases e capacidade de produzir alta atividade lipolitica. Mais
de 19 genes associados a essa classe de enzimas foram detectados previamente em nosso grupo
de pesquisa (VICI et al., 2015), cujas proteinas que os codificam podem chegar até 20.000 U
de hidrélise por mg de proteina (ZIBAEE et al., 2011). Esse valor é alto em comparacdo a
outros trabalhos recentes: 0,49 U.mg™ (KAUR et al., 2016), 196 U.mg™ (Li; Liu, 2017), ambos
do género Bacillus, 400 U.mg™? de Lasiodiplodia theobromae (VENKATESAGOWDA et al.,
2017) com base na mesma unidade de atividade enzimatica.

O grande problema sdo as caracteristicas do cultivo destes micro-organismos que sdo
necessarias para promover a expressao destes genes. Pensando em escala laboratorial, mesmo
que tais fungos sejam capazes de produzir massivamente essas enzimas de interesse comercial,

a producdo acaba sendo onerosa em relacdo ao retorno financeiro. B. bassiana, por exemplo,
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necessita matrizes oleaginosas como indutoras da produgdo de lipases, e, devido as
propriedades quimicas desse substrato, ocorre a formacéo de um sistema bifasico nos tanques
de cultura, o que pode provocar barreiras no cultivo desse micro-organismo, como entupimento
de tubulagdes vinculadas a aeracdo, enrijecimento de motores e além de ser um substrato de
alto valor comercial (XU et al., 2009; DEWEY et al., 2014).

Uma maneira de superar esse problema é a utilizacdo de técnicas de expressao
heteréloga, permitindo a expressdo destas mesmas enzimas em condi¢gBes conhecidas nos
procedimentos operacionais padrdes de uma inddstria (ADRIO; DEMAIN, 2010; TAMANO,
2014). O fungo Aspergillus nidulans € um dos fungos filamentosos mais estudados e utilizados
no desenvolvimento de técnicas de biologia molecular e na producdo de insumos comerciais,
devido ao crescimento em substratos de baixo custo; e por ser fisiologicamente e geneticamente
conhecido. Perante esse cenario, é utilizado na producdo de inUmeros insumos por meio da
expressdo de genes ou circuitos metabdlicos (BERKA; BARNETT, 1989; LUBERTOZZI;
KEASLING, 2009; CHIANG et al., 2013; NIELSEN et al., 2013; WIENMANN et al., 2018).
Além disso, a cepa mutante A773 foi ideal nesse processo: a mutacéo no gene pyrG89 permitiu
a selecé@o de cepas transformadas com pExpyr ja que nesse vetor ha um alelo a expresséo deste
gene.

Em vista do apresentado, o foco principal do trabalho foi utilizar o fungo A. nidulans
(obtido do Fungal Genetics Stock Center — St. Louis, MO) como vetor de expressao de um gene
de lipase de B. bassiana, visto ndo haver trabalhos relacionados a essa mesma tematica. Devido
a maior proximidade filogenética entre o género Aspergillus e Beauveria (XIAO et al., 2012),
em relacdo a outros géneros comumente utilizados em expressdao heteréloga, como
Saccharomyces e Escherichia, acredita-se que as modificacbes pos-tradicionais, proteinas
auxiliares no enovelamento, glicosilacdo e fosforilacdo sejam parecidas, o que ndo provocaria
mudancas conformacionais bruscas na enzima de interesse.

O trabalho apresentou sucesso na insercdo de um gene de lipase, denominado bbll, no
vetor pExpyr. O sequenciamento do gene inserido indicou semelhanca de 95% com o gene
referéncia. O alinhamento das sequéncias de aminodacidos, entretanto, revelou 23 cddons
degenerados e 24 cddons ndo-homdlogos. Provavelmente isso esta associado a divergéncia
populacional entre a cepa de B. bassiana mantida na micoteca do laborat6rio de Microbiologia
e Biologia Celular da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, com a cepa
de B. bassiana ARSEF 2860 de referéncia. 1sso condiz com MONDAI et al. (2016) em relacéo
a modificacdo na sequéncia de genes que codificam enzimas essenciais na atividade parasitica.

Uma diferenca que chamou a atengéo foi a substitui¢do do residuo de Aspartato (Asp) por um
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residuo de Asparagina (Asn) na triade catalitica. Ambos diferem nas propriedades quimicas de
suas cadeias laterais; o aspartato possui um grupo carboxilico; j& a asparagina, um grupo
carboxiamida. A Asn é presente na papaina e algumas cisteinas-proteases, as quais possuem
uma triade His-Cys-Asn, ao invés de His-Ser-Asp/Glu, caracteristica das serino-proteases e
lipases (AMRI; MAMBOYA, 2012). VERNET et al., (1995) ja& demonstraram que Asn na
papaina participa na orientacdo geométrica dos residuos cataliticos, especialmente em
providenciar ligacdes de hidrogénio suficientes para posicionar o grupo imidazol, permitindo-
Ihe agir como doador de prétons. Os residuos de Asp e Glu nas serino-proteases também agem
sobre o grupo imidazol da His, porém estabilizando as cargas positivas existentes nesse grupo.
SNIJDER et al. (2001) também demonstrou a existéncia dessa triade His-Ser-Asn em
fosfolipase A de E. coli e essa mesma funcgéo de orientacdo do grupo imidazol foi proposta por
meio de seus estudos de cristalografia. Nesse caso, Asn em Bbl1l pode ter funcdo analoga,
orientando o grupo imidazol ao residuo de serina da triade catalitica, o qual esta covalentemente
ligado ao substrato no intermediario tetraedral. Alem disso, o sequenciamento revelou que esse
residuo nucleofilico se encontra no pentapeptideo consenso de lipases, G-x-S-x-G, sendo
composta por G-Y-S-G-G.

O estudo de modelagem molecular revelou a existéncia de uma regido homdloga a
“tampa” encontrada em lipase b de Candida antarctica que é formada por 4 a-hélices. Abaixo
dessa, duas regides hidrofobicas foram computadas, sendo uma delas localizada logo acima do
residuo de serina da triade catalitica. Além desses bolsdes hidrofébicos, duas regides
correspondentes a “cavidades” foram modeladas. As cavidades representam regides nao-
ocupadas na enzima as quais apresentam uma abertura na superficie da enzima. Uma dessas
cavidades apresenta um bolsao hidrofobico, localizada na possivel “tampa’ de Bbll, e a outra
cavidade localizada logo abaixo da triade catalitica. Ambas as cavidades se encontram no sitio
ativo da enzima. PLEISS et al. (1998) ja revelou a existéncia de um “tinel” composto por
residuos hidrofobicos localizado sobre a triade catalitica e a folha-p central de lipases de
diferentes organismos com largura de 4 - 4,5 A (lipase b de C. antarctica; Pseudomonas
cepacia; lipase pancreatica humana; Rhizomucor miehei; C. rugosa e Fusaium solani).
Acredita-se que a funcdo desse tlnel seja estabilizar as cadeias acil do substrato no interior da
enzima por interacdes de Van der Waals, posicionando-o corretamente ao ataque nucleofilico
do residuo de serina da triade catalitica. A geometria dessa estrutura reflete na especificidade
da lipase; tuneis mais “concavos” indicam maior especificidade por cadeias insaturadas, como
por exemplo na lipase de C. rugosa (GROCHULSKI et al., 1994). MutacGes nos residuos deste

tunel afetam na interacdo da enzima com substrato e alteraram a eficiéncia de hidrolise
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(LAGUERRE et al., 2017; SILVEIRA et al., 2017). Provavelmente, a regido hidrofobica
localizada acima do residuo catalitico de serina apontado na modelagem de Bbl1 pode, portanto,
corresponder ao tunel de interacdo com a cadeia acil do substrato com a enzima, como
demonstrado por esses trabalhos. A existéncia de uma cavidade sobreposta a esse tunel pode
corroborar com essa hipotese, indicando a regido por a qual o substrato se insere na enzima. A
segunda cavidade pode indicar uma regido onde moléculas de agua (quando solvente é aquoso)
posicionam-se proximas ao sitio catalitico. Quando se trata de hidrdlise, moléculas de agua séo
necessarias para hidrolisar a ligacdo covalente do complexo acil-enzima; entretanto a existéncia
de um bolsdo hidrofébico, para estabilizar a cadeia acil de &cido graxo, limitaria 0 acesso do
solvente ao sitio catalitico. De fato, foi simulado por (SANTINI et al., 2009) que se uma
molécula de agua tivesse que atravessar essa regido hidrofébica da lipase de Thermomyces
lanuginosa ocorreria um desenovelamento da lipase. Entretanto 0 mesmo trabalho apontou que
existe, de fato, um canal hidrofilico proximo ao sitio catalitico que possui uma abertura na
superficie da enzima. Atraves deste, moléculas de agua extravasam no momento que ocorre a
interacdo do substrato com o tanel hidrofobico, cujo fluxo é controlado por um residuo de
tirosina.

N&o apenas o sequenciamento do vetor pExpyr + bbll como a expressao da enzima de
interesse foi um sucesso nesse projeto. O primeiro experimento da inducdo de bbll em placas
apresentou 20% de colbnias positivas quanto a producdo dessa enzima. Em seguida, quando
inoculou-se um representante de A.nidulans transformante de bbl1 no mesmo meio em volume
maior, a producdo, de unidades enzimatica totais no extrato bruto foi o dobro em relacdo a
producdo maxima obtida em cultivos de B. bassiana, a cepa selvagem de Bbl1. O mesmo valor
foi superior a outros trabalhos que buscaram expressao heterdloga de lipases em E. coli (SYAL;
GUPTA, 2016), Pichia pastoris (JALOULI et al., 2017), apesar das lipases apresentarem
propriedades distintas. Além disso, as substituicbes da maltose e do tampdo HEPES por xarope
de milho e tampéo fosfato, respectivamente, com a manutencdo de agitacdo constante dos
cultivos, quase guadruplicaram a producéo de atividade lipolitica e duplicaram a producao de
proteinas extracelulares além de promover crescimento em biomassa visivel nas culturas
microbianas. 1sso torna o trabalho inovador pois pela primeira vez uma lipase foi expressa em
um vetor cujo indutor € um acucar, evitando a necessidade de produtos sintéticos onerosos no
crescimento do micro-organismo utilizado. Além disso, o A. nidulans é conhecido por produzir
enzimas glicohidrolases (KATO et al., 2002) e, nesse caso, 0 proprio micro-organismo é capaz
de desenvolver condi¢Bes para manutencdo de moléculas indutoras do vetor pExpyr no meio

de cultura.
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E conhecido que, em crescimento microbiano, a producéo de metabdlitos (neles incluem
as proteinas que serdo direcionadas ao meio extracelular) é influenciada pelos componentes do
meio de cultura, agitacdo, aeracdo e temperatura (ZHOU et al., 2018). A maltose promove a
expressdo do gene bbll por meio do vetor pExpyr devido a existéncia de um promotor de
glucoamilase (gInAP) de A. niger (SEGATO et al., 2012). Esse dissacarideo é um indutor do
fator de transcricdo AmyR, que, conjuntamente com as proteinas do complexo Hap, interage
com gInAP e outros promotores da via de sintese de enzimas amiloliticas em A. nidulans, além
de aumentar a expressdo destes proprios fatores de transcricdo (TSUKAGOSHI et al., 2001).
Outros genes, homologos ao presente no loci MAL de S. cerevisiae, sdo expressos, 0S quais
incluem a maltase (MALS) e maltase-permease (MALT), participando do metabolismo de
maltose em A. nidulans (VONGSANGNAK et al., 2009). A substituicdo da maltose por xarope
de milho promoveu um aumento significativo na produgdo de Bbll. O xarope de milho
importado é produzido a partir da hidrdlise parcial do amido do milho, transformando-o em
dextrinas, maltoses, glicose e outros agucares complexos (em menor quantidade) como
isomaltose ou a-isoamil maltosideo (HOBBS, 2009). Até 31% de sua composicdo de
carboidratos é de maltose, justificando a continua expresséo de bbll em meios com essa fonte
de carbono. Todavia, outros acucares também sdo fortes indutores de enzimas amiloliticas em
A. nidulans, incluindo o promotor gInAP, como isomaltose, o qual em baixas concentracdes é
capaz de promover a expressdo desses genes em quantidades superiores a inducdo por apenas
maltose (TSUKAGOSHI et al., 2001). Isso justificaria a maior producéo de lipases na presenca
dessa fonte de carbono.

Uma questdo pertinente foi elaborada apds esse experimento em relacdo a composicédo
do xarope de milho. O xarope de milho apresenta grandes quantidades de glicose, podendo
chegar até 51% de sua composicdo; esse acUcar, entretanto, é considerado um inibidor da
expressao de genes aminoliticos em A. niger via CreA (GANZLIN; RINAS, 2008; ADNAN et
al., 2018), o qual remodela a cromatina ao interagir com os promotores desses genes, impedindo
a interacdo com os fatores de transcri¢do. Quando Anpiz+foi inoculado em meios com xarope de
milho e em seguida adicionou-se glicose, ndo foi visualizada reducéo na producéo de atividade
de Bbl1 em até 48h de cultivo. Pensou-se que a existéncia de xarope de milho antes a adicdo de
glicose poder-se-ia impedir a atividade inibitéria dessa hexose. Desse modo, 0 mesmo
experimento foi realizado, porém invertendo-se a ordem de adicéo da fonte de carbono; cresceu-
se Apbiz+ em meio com glicose e em seguida adicionou-se o xarope de milho. A producéo de
Bbll ocorreu normalmente apds 3h da adicdo do xarope de milho, indicando que o efeito

inibitorio da glicose inexiste nesse transformante. Algumas explicacbes foram elaboradas: o
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sistema CreA em A. nidulans ndo reconhece o promotor gIinAP de A. niger presente no vetor
pExpyr ou os locais de inser¢do do vetor pExpyr+bbll no material genético de A. nidulans
impedem o reconhecimento deste promotor por essa via. De fato, quanto a A. nidulans, sdo as
enzimas Xxilanoliticas e celuloliticas as menos expressas na presenga de glicose (RIES et al.,
2016), podendo haver especificidades e funcionalidades distintas entre as duas espécies.

Foi observado a necessidade de um tampdo extracelular tanto na producdo de Bbll
quanto no crescimento de A. nidulans. O género Aspergillus é conhecido por produzir cidos
organicos no meio extracelular, promovendo reducéo do valor de pH no meio extracelular (LEI,
2016). Devido ao aumento do gradiente de concentracdo desse insumo, consequentemente o
pH intracelular diminui podendo levar ao acimulo de NADH e a diminuigdo da expresséo de
proteinas e crescimento em biomassa (DIANO et al., 2007) e, portanto, a existéncia de um
tamponamento extracelular evitaria o acimulo de acidos organicos e, por fim, a reducéo do pH
intracelular. Recentemente, alguns grupos estéo buscando correlacionar a diminui¢do de pH
intracelular e alteragdes no perfil de expressdo de genes relacionados com enzimas amiloliticas
no género Aspergillus (YIN et al., 2017; WANG et al., 2018), podendo haver uma relagdo com
os resultados observados. O tampao fosfato pdde ndo apenas atuar na regulacdo de pH, mas
também fornecer ions e cofatores para enzimas importantes de seu metabolismo celular, o que
justificaria o aumento na producdo de proteinas extracelulares, Bbll e crescimento em
biomassa.

Ambas agitacdo e aeracdo sdo importantes em todos 0s processos aerobicos; aumento
no balanco ATP/ADP, NAD'/NADH, glicolise, fosforilagdo oxidativa, metabolismo de
proteinas e, pela homogeneizacdo do meio, garantindo acesso igual aos nutrientes e oxigénio
dissolvidos no meio (ZHOU et al., 2018). Em culturas estacionarias, a oxigenacgao € restrita a
apenas a superficie superior do micélio e o acesso aos componentes do meio depende apenas
da difusdo de suas moléculas quimicas. Apesar de ndo ter sido encontrados trabalhos que
correlacionasse a agitacdo ou oxigenacdo com a expressao de genes amiloliticos, van Veluw et
al. (2013) demonstraram que culturas de A. niger em agitacdo apresentam maior expressdo de
AmyR, o que poderia justificar a maior expressao de bbll por meio do promotor gInAP.

O estudo de escalonamento do cultivo de Apniz+ em biorreatores revelou diferengas de
crescimento em biomassa, producdo de proteinas extracelulares e Bbll assim como na
viscosidade do meio. Foi constatado uma producéo de aproximadamente 1 x 10*U.L™, sendo
aproximadamente o dobro do registrado em um cultivo em Erlenmeyer. Os parametros de
cultivo (Tabela 1) revelam essa distin¢éo; os cultivos em Erlenmyer foram mais propensos a

utilizar a fonte de carbono para a producgdo de biomassa, enquanto que no biorreator, para
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sintese de Bbl1. O resultado disso foi a maior taxa de crescimento em Erlenmeyer, todavia,
maior producdo de Bbll no biorreator. I1sso aponta que existe alguma diferenca entre os dois
cultivos que levam a alteracdes fisiologicas. GARCIA-OCHOA e GOMEZ (2009) e
SRIVASTAVA et al. (2011) mencionam que o escalonamento provoca alteragdes na
transferéncia de oxigénio para o micelio em submersdo. De tal maneira que WONG (2013)
demonstrou haver diferencas na oxigenacéo, refletindo em alterag6es nos cultivos microbianos.
Segundo esses trabalhos, a oxigenacdo ¢ um dos parametros que dificilmente sera escalonado
proporcionalmente a medida que o volume do cultivo aumenta; o que cria uma diminuida
distribuicdo uniforme do oxigénio no meio liquido, podendo ocasionar uma situacdo de hipdxia.
A. nidulans, assim como o género Aspergillus, sofre inimeras alteracbes metabolicas por causa
do oxigénio (DIANO et al., 2007; GRAHL et al., 2012; KROLL et al., 2014; SONGSERM et
al., 2018). Em culturas ricas em oxigénio, quase toda fonte de carbono absorvida do meio de
cultura é orientada rapidamente para producéo de biomassa enquanto poucos metabdlitos sdo
secretados. O oxigénio por ser o aceptor final de elétrons acaba provocando ativacédo das vias
glicoliticas e do ciclo de Krebs, provocando maior eficiéncia na conversdo da fonte de carbono
em biomassa e moléculas energéticas; NADH, FADH e ATP.

Entretanto, quando o meio é limitante em oxigénio, a baixa quantidade desse aceptor
final de elétrons afeta a reoxidacdo de NADH, e, portanto, diminui a producdo de ATP. Como
consequéncia, ocorre uma reducdo na producdo de biomassa e direcionamento das reacfes do
ciclo do acido citrico a fim de regular o balango NADH/NAD; a producao de malato e fumarato
via oxaloacetato e malato sdo mecanismos a fim de reconstituir NAD™ citossélico, ocorrendo
um acumulo de &cidos organicos nas células de A. nidulans. Além disso, foi demonstrado que
a reducdo na producdo de ATP afeta a atividade de ATPases, que sdo responsaveis em manter
a homeostase do pH intracelular. Como mecanismo alternativo, ha secre¢do desses acidos
organicos no meio extracelular provocando uma estabilidade a curto prazo do pH dentro das
células. O estresse pela falta de oxigénio leva a predominancia das vias fermentativas para
producdo de ATP, entretanto, o consumo de acUcares tende a ser maior para compensar a baixa
producdo desse ganho energético. Esse acumulo de fonte de carbono no interior celular é
direcionado a vias de sintese anapleurdticas, para sintese de aminoacidos, e poliols, como
manitol, glicerol, arabitol e eritritol, que sdo moléculas consideradas “reservas” energéticas e
capazes de reter moléculas de agua por interacdes de hidrogénio em A. nidulans (DUKEMA et
al., 1985). A falta de oxigénio € interpretada como um estresse ao ambiente exposto, podendo

direcionar os acUcares adquiridos para sintese de metabolitos, feromdnios, enzimas hidroliticas,
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inibidores de outros fungos e bactérias e estruturas reprodutivas no género Aspergillus (CHI;
CRAVEN, 2013).

Desse modo € plausivel que culturas de A1+ em biorreatores ocorreu a privagdo de
oxigénio. Esse cenario levaria a diminuicao da producao de biomassa e acimulo de maltose no
citoplasma, o que justificaria a reduzida taxa de crescimento e aumento da taxa especifica de
consumo de acucar. O estresse pela falta de oxigénio direcionaria a fonte de carbono adquirida
para sintese de metabolitos, como polissacarideos (elementos que podem provocar aumento da
viscosidade do meio de cultura) e vias fermentativas, e ndo a sintese de biomassa, indicando
uma menor Yyx. Por esse mesmo motivo, Bbll passaria a ser mais expressa devido ao acimulo
de maltose intracelular, ja que pouco desse dissacarideo estaria sendo utilizado para sintese de
ATP e biomassa, conforme apresentado anteriormente.

A fim de estudar as propriedades da enzima Bbll foi elaborado um procedimento de
purificacdo utilizando-se Octyl-Sepharose (semelhante a PEREIRA et al., 2017). Em seguida
foi removido o Triton X-100 por interacdo com DEAE-celulose. Cerca de 30% da atividade
total inicial foi mantida ao final deste procedimento de purificacdo. A maior perda ocorreu na
etapa de lavagem em concentrador para remoc¢do dos componentes do meio de cultura. 1sso
provavelmente se deve ao fato que o aumento da concentracdo de lipases leva a interacdes
enzima-enzima formando aglomerados (HAN, 1990) impedindo a atividade catalitica correta
da Bbll. A purificacdo da enzima foi confirmada em gel SDS semi-desnaturante com uma
banda de 47 kDa, cuja solugdo final apresentou uma atividade especifica de 672 U.mg™ de
Bbl1.

O teste de atividade e estabilidade frente a surfactantes revelou que Bbll é mais ativa
na presenca de Triton X-100, com ou auséncia da goma arabica, seguido do tween-20 e -80.
Entretanto, ap6s 24h de exposicao, esse mesmo surfactante provocou alteracGes significativas
na estrutura da enzima, levando a desnaturacdo. Em termos de estabilidade, o Tween-80
provocou até aumento na atividade de Bbll apds o periodo estudado. Na presenca de
surfactantes ou solventes orgénicos, a “tampa” da lipase sofre modificacdes, expondo o residuo
de serina do sitio catalitico ao substrato. Essas alteracGes podem ter ocasionado
desenovelamento das a-hélices que compdem a “tampa” quando exposto ao Triton X-100. A
perda da estrutura da “tampa’ da lipase promove altera¢des significativas na estrutura como um
todo (MAIANGWA et al., 2017), justificando o observado. Ja foi relatado em lipases de C.
antarctica, C. rugosa, Thermomyces lanuginosus, Burkholderia cepacia, Geobacilus zalihae,
Rhizomucor miehei que a estrutura e posi¢do da tampa depende das condices e tipo de solvente
(TRODLER et al., 2009; REHM et al., 2010; STAUCH et al., 2015; PUTRI et al., 2016;
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SKJOLD-JORGENSEN et al., 2016). Desse modo, pode-se hipotetizar que na presenca de um
dado surfactante (por exemplo Triton X-100), a conformacdo da “tampa” ¢é diferente da
conformacdo quando a mesma lipase é exposta a outro surfactante (tween), e cada uma
proporciona um grau de estabilidade diferente na enzima como um todo. O SDS e CTBA foram
0s Unicos surfactantes idnicos utilizados; ambos provocaram completa desnaturagdo de Bbl1,
provavelmente por desestabilizar ligagdes i0nicas que participam na estabilidade
conformacional desta enzima. Dos solventes organicos estudados, apenas o ciclohexano nédo
provocou alteracGes bruscas na atividade de Bbl, sendo registrado aumento de 14% em relagéo
ao controle. O ciclohexano deve estabilizar a conformacao aberta de Bbl1, ndo desencadeando
desnaturagdes bruscas em sua “tampa” em 24h de exposi¢do; pelo menos efeito observado na
presenca de tween-20 e -80. Quanto aos solventes alcoois, observou-se uma relacao
proporcional entre perda de atividade residual e tamanho da cadeia alifatica: quanto maior o
namero de carbonos, maior a perda de atividade enzimatica. Todavia, a hidrofobicidade dos
alcoois ndo pode ser a Unica explicacdo da desnaturacdo, visto que o ciclohexano (solvente mais
apolar no experimento) ndo promoveu tal efeito; a existéncia de uma hidroxila permite a
interacdo com residuos polares importantes na estabilidade da proteina no momento que ha
exposic¢do do sitio catalitico pela ativacdo interfacial, ocasionando a desestabilidade.

Quanto ao teste com ions, primeiramente ndo se observou efeito inibidor ou ativador de
Bbl1l na atividade de hidrdlise. Esperava-se que ions Ca?* e Mg?* atuariam aumentando
atividade, visto que isso foi relatado com algumas lipases de B. bassiana (ZIBAEE et al., 2013;
VICI et al., 2015). Por meio de outros estudos, algumas lipases apresentam hiperativacdo na
presenca destes ions pois auxiliam na estabilidade da “tampa” em sua conformagao aberta
(MAIANGWA et al., 2017). Apesar disso, foi observado que o ion citrato, proveniente do
tampao Mcllvaine, atua como protetor de Bbll frente aos ions Pb. A substituicdo do meio
reacional por outro tampdo (ap0s assegurar que a atividade de Bbl1l ndo sofreria mudancas)
apontou que a auséncia de citrato e na presenca de Pb diminui a atividade hidrolitica de pNPP
por Bbl1.

A termoestabilidade ¢ um parametro importante na viabilidade de uso de enzimas para
aplicacdo industrial. Diferentes forcas fracas atuam conjuntamente na estabilidade de proteinas;
de fato, a co-operatividade é descrita como elemento crucial para manutencdo da estrutura
nativa de tal modo que, a partir de uma dada temperatura, o desenovelamento proteico € abrupto
(NELSON; COX, 2014). Muitos autores descrevem a desnaturagdo proteica como um
equilibrio quimico entre o estado nativo da proteina e o(s) estado(s) desnaturado(s) da mesma
(MORONI et al., 2015; SCHON et al., 2017). Sendo uma reagdo quimica, pode ser descrita por
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parametros termodinamicos e cinéticos (GHORI et al., 2011; PRAJAPATI et al., 2014); o que
justifica os estudos de estabilidade em diferentes temperaturas ao longo de um intervalo de
tempo, como realizado no presente trabalho. A perda de atividade residual ao longo do tempo,
indica que a desnaturagdo térmica é cinética, podendo ser descrita em termos de constante de
equilibrio de desnaturacgao (Kdesn); quanto menor esse valor, mais lentamente se procede a reacao
de desnaturacéo. A desnaturacdo depende da temperatura, portanto, diferentes valores Kgesh S40
obtidos para a mesma enzima. J& que a temperatura afeta a taxa de reacdo, a mesma pode ser
descrita por Arrhenius (PRAJAPATI et al., 2014), cuja expressao relaciona as atividades inicial
e residual apdés um instante de tempo para cada temperatura. Com os valores de tso, que
corresponde ao instante em que 50% da atividade inicial é remanescente, é possivel através da
expressdo de Arrhenius determinar a Kgesn para uma dada temperatura. Por meio disso, foi
observado que Bbl1l é mais estavel nas temperaturas de 40°C e 50°C, apresentando menores
valores de Kgesn. Todavia, esses valores absolutos de Kqesn € tso S80 referentes a concentracéo de
Bbl1 e tampéo utilizados nesse experimento, visto que a estabilidade de uma proteina €, muitas
vezes, proporcional concentracdo destes elementos (KIM et al., 2005; BYE; FALCONER,
2013; CAO et al., 2016).

A Kgesn €m sua forma logaritmo, em base natural, podem ser relacionadas com o inverso
da temperatura; o coeficiente angular da expressao obtida é proporcional a energia de ativacao
da desnaturacdo (Eaw) que corresponde a diferenca de energia entre o estado nativo e de
transicdo, se considerar a desnaturacdo como uma reacdo quimica. Para Bbll o valor dessa
energia foi proximo de 40 kJ.mol™. Esse valor de energia reflete indiretamente as interagdes
que estabilizam ou desestabilizam a conformacdo da enzima; podendo ditar o grau de
cooperatividade entre as interagdes. Entretanto, é impossivel predizer, por meio desse valor,
qual interacdo € mais ou menos relevante; sdo necessarios estudos complementares, como
mutagénese ou cristalografia, para se determinar quais sdo 0s residuos mais participativos na
termoestabilidade de Bbl1l. RUSLAN et al. (2012) promoveu aumento da termoestabilidade da
lipase de G. zalihea por meio da mutagénese, garantindo pontes salinas as quais foram
responsaveis pelo ganho de estabilidade. XIE et al. (2014) proporcionou aumento de rigidez no
sitio catalitico da lipase b de C. antarctica, o que resultou em ganho de estabilidade térmica.

Outro parametro estudado foi a estabilidade frente a pH. Variacbes no pH conferem
diferentes conformacbes em uma proteina, ja que as cadeias laterais de alguns residuos de
aminoécidos podem adquirir ou perder protons, provocando alteracfes nas cargas e, portanto,
nas interacdes que as regem. Bbll mostrou-se estavel na faixa de pH de 3 a 10, com atividade

residual proximo de 40% em 48h, uma propriedade intrinseca desta lipase em relacdo as
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apresentadas ao longo do texto; uma alta estabilidade ao pH, com maiores valores de tso em pH
7 até 9.

Apds a caracterizacdo da estabilidade de Bbll foi realizada a otimizac&o dos valores de
pH e temperatura para hidrolise de pNPP. A interacdo enzima e substrato depende das
condicOes reacionais, principalmente pH e temperatura. Ambos interferem diretamente: na
geometria do sitio catalitico, pois mudando o espacamento entre os residuos His-Ser-Asn de
Bbl1l pode-se afetar os passos de reacdo; na acessibilidade do substrato ao sitio catalitico; na
velocidade dos choques entre as moléculas; na solubilidade do substrato e até mesmo na
conformagdo da “tampa” de lipases (KHAN et al., 2017). Além da reagdo, propriamente dita, o
sistema reacional é submisso a desnaturacdo da Bbl1, conforme mencionado anteriormente,
criando um balango entre eficiéncia de catélise e manutencdo da estrutura da proteina. O
planejamento de experimentos é uma ferramenta que permite avaliar diversos parametros
convergentes sobre uma dada andlise, destacando quais sdo mais relevantes para o estudo.
Foram observados que os melhores valores de pH e temperatura para hidrélise de pNPP foram,
respectivamente, 6,04 e 53,6°C; valores proximos ao registrado em extrato bruto de B. bassiana
(SPIROPULOS, 2015), o que indica pouca alteracdo na conformacéo nativa desta enzima apds
expressdo heterdloga. O valor de atividade enzimatica apds otimizacao foi de aproximadamente
80 U.mL™, o que significa uma atividade especifica de quase 1200 U.mg™* Bbl1 apds todo o
procedimento de purificacdo. Esses valores sdo condizentes com lipases de B. bassiana (VICI
et al., 2015) e diferente de outros fungos; por exemplo TAKO et al. (2017) demonstrou que
inimeras lipases de Rhizomucor miehei (cuja uma dada lipase € comercialmente importante)
apresentam temperatura 6tima entre 30°C - 40°C e pH de 5 - 6.

Apesar das caracteristicas de estabilidade e otimizacao, a eficiéncia catalitica e afinidade
pelo substrato também s&o propriedades relevantes para indstria. E interessante acrescentar
valor econdémico e competitivo para pesquisa, portanto, comparou-se tais caracteristicas com a
lipase de Palatase® Novozymes, R. miehei, vendida mundialmente, visto que essa consciéncia
possibilita a geracdo de patentes nas instituicbes puablicas, podendo alavancar o
desenvolvimento social e econdmico do pais. Os parametros Keat € Kos devem ser analisados
individualmente quanto eficiéncia em diferentes concentragcdes de substrato. Muitos autores
utilizam (as vezes erroneamente) a relacdo Kkca/Kos para descrever essa propriedade
(EISENTAHL et al., 2007). A enzima Bbl1 demonstrou maior turnover em relacao a lipase de
Palatase indicando que, solu¢es com altas concentracdes de pNPP, a taxa de converséo deste
substrato a palmitato e fenolato é elevada. Além disso, quando se avalia 0s respectivos valores

de Kos, Bbll indica uma menor concentracdo de substrato necesséria para atingir metade da
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Vmax da hidrolise de pNPP. Isso indica uma tendéncia aparente de maior afinidade por esse
substrato. Todavia, deve-se tomar cuidado ao considerar heuristica essa relacéo, visto que lipase
possui cinética explicada por modelos de bisubstrato; o proprio coeficiente de hill de Bbl1 foi
maior que 1 hidrolise de pNPP, indicando uma relacdo sigmoide na concentracdo de substrato
e velocidade reacional. Essa relagdo pode ser explicada pelo efeito da tampa da lipase, como
demonstrado por (GUERRA et al., 2011); segundo o qual esse tipo de relagéo se deve a uma
ativagao interfacial “incompleta” em algumas moléculas de lipase, provavelmente pela
solubilizacdo de pNPP no sistema reacional.

Da mesma forma que foi explicado para Keesn, a reacéo de hidrélise de pNPP catalisada
por Bbll ou palatase é dependente da temperatura (Figura 28). O aumento de Kca: cOm aumento
de temperatura pode indicar maior velocidade dos choques da enzima com o substrato ou
mudanca na conformacao da “tampa” de lipases. Entretanto, essa relacdo ndo ¢ mantida em
todas as temperaturas, pois, como foi visto, existe o efeito desnaturagéo da enzima (BARTON,
1979). Isso é observado pelo decaimento de kcat cOm aumento de temperatura, visivelmente pela
formacdo de uma concavidade. Entretanto, caso ndo houvesse a desnaturacdo da enzima, a
relacéo Keat € inverso de temperatura manter-se-ia linear, criando os pontos teoricos que séo
explicados pela relacdo de Arrhenius. O coeficiente dessa relacdo linear é proporcional a
energia de ativacdo (E,) da hidrélise de pNPP; para Bbl1 foi aproximadamente 48 kJ.mol* e
Palatase, 158 kJ.mol™. Isso indica que Bbl1 possui “mecanismos” mais eficientes para diminuir
a energia de ativacdo de hidrolise de pNPP: pela maior afinidade da enzima, removendo a
camada de solvatacdo do substrato, ou melhor posicionamento dos residuos cataliticos, ou a
existéncia de cadeias laterais dentro da enzima que estabilizam o substrato ao ataque
nucleofilico (NELSON; COX, 2014). NOORMOHAMADI et al., (2013) caracterizaram a
hidrdlise de pNPP com uma lipase de Pseudomonas sp com E, de 31 ki.mol?. (PRAJAPATI et
al., 2013) mostrou que uma lipase de C. flavigena possui E, de 39 kJ.mol™. Por meio desses
resultados, tanto cinética como termodinamicamente, a lipase Bbll apresenta potencial de uso
industrial, entretanto, estudos complementares para assegurar essa viabilidade em diferentes
substratos precisam ser elaborados, acrescentando valor sobre o uso dessa enzima.

A Bbl1 foi susceptivel a inibicdo por acidos graxos oleico e linoleico. Tais moléculas
foram estudadas quanto ao potencial inibitorio pois sdo 0s mais constituintes da maioria dos
6leos naturais. Os valores de Clso podem predizer a afinidade a um dado inibidor, apesar do
valor Ki?"? ser mais indicado pois independe da concentracdo da enzima (CER et al., 2009).
Entretanto o valor de Cls foi utilizado apenas para facilitar o presente estudo visto que todos

0s experimentos cinéticos utilizaram a mesma concentracéo de Bbl1. O &cido linoleico pareceu
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ser mais eficiente como inibidor da hidrolise de pNPP por Bbll. TSAI e CHIANG (1991)
descreveu a inibicdo competitiva da hidrélise de 6leo de oliva por &cidos oleicos na lipase de
C. rugosa. TAKO et al. (2017) demonstrou inibicio da hidrolise de pNPP catalisada por lipases
de R. miehei e Rhizopus oryzae na presenca de diferentes acidos graxos; em geral quanto maior
a cadeia alifatica do inibidor, mais aparente foi a inibi¢do competitiva, todavia, quanto menor
a cadeia, maior a ativacdo interfacial das lipases, provavelmente pela interagdo cooperativa
destes curtos acidos graxos com a superficie da enzima. De fato, o produto de hidrolise de pNPP
contém um acido graxo (palmitato), portanto, acreditava-se que acidos graxos de uma forma
geral competiriam pela triade catalitica, independentemente do tamanho da cadeia do substrato.
Entretanto, para Bbl1 a inibigdo por acidos oleico e linoleico foi do tipo ndo-competitivo. Isso
indica que tais inibidores devem estar interagindo com uma regido diferente da triade catalitica,
tanto na enzima livre ou no complexo enzima-substrato (NELSON; COX, 2014). A anélise de
modelagem molecular indicou apenas uma regido hidrofébica, com acesso pela superficie da
enzima, localizada acima da triade catalitica e, portanto, acredita-se que os inibidores devem
interagir com esse “tunel” predito por esse modelo, ja descrito anteriormente. Apesar de serem
encontrados indicios que descrevem essa regido hidrofobica, ndo foram encontrados estudos
estruturais/cristalografia que correlacionam essa regido e a inibicdo por acidos graxos em
lipases. Provavelmente o efeito ndo-competitivo se deve a obstrucdo desse tunel pelos
inibidores, tanto o oleico ou linoleico interage com as cadeias laterais hidrofobicas dessa regido,
impedindo o fluxo de substrato e produtos ou a estabilizagdo do substrato na enzima, todavia,
ndo interagem especificamente com os residuos da triade catalitica. 1sso explicaria por que a
taxa de catalise diminui (Vmax) mesmo ndo modificando a afinidade aparente por pNPP (Kos).
Pelo fato do Clso ser menor do acido linoleico, e considerando que tal inibidor se liga ao “tinel”
de Bbl1, provavelmente a forma dessa regido deve corresponder a geometria desse inibidor.
Além dos estudos com enzimas livres, a imobilizacdo apresenta uma vertente que
possibilita realcar suas caracteristicas e a reutilizacdo da mesma amostra inimeras vezes, em
um dado processo industrial. Desse modo, a Bbl1 foi imobilizada em diferentes suportes, com
interacdes hidrofébicas (octyl, phenyl, butyl, sepabeads C-18), ibnicas (DEAE, MANAE, PEI)
e covalentes (CNBr). Quando se trata de suportes, dois componentes sdo essenciais e que
participam na aderéncia da enzima; a molécula funcional, que exerce a funcdo de interagir
diretamente com a enzima, por exemplo octyl (grupo alifatico de 8 carbonos com ligacao éster
na matriz), e a matriz, que corresponde a base na qual os grupos funcionais estéo ligados; a
celulose e a agarose sdo as mais utilizadas. Desse modo, ndo apenas o grupo funcional, mas a

matriz também interage com a enzima por meio de suas propriedades quimicas (DATTA et al.,
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2013). A imobilizacdo ndo é apenas a interacdo da enzima com um dado suporte, mas também
a alteracdo conformacional da proteina, resultado em propriedades cataliticas e estabilidade
diferentes (SECUNDO, 2013; TELLO et al., 2016). De fato, o arranjo tridimensional final em
uma imobilizacdo dita as for¢as fracas que mantém a estabilidade da enzima, podendo aumentar
a rigidez da cadeia polipeptidica, compactacdo da enzima ou reducdo da entropia de
desenovelamento. Isso por outro lado pode facilitar o acesso do substrato na enzima e alterar a
afinidade com inibidores. Tudo isso dependera de como o grupo funcional e a matriz de cada
suporte interage com a enzima.

Para Bbl1, todos os suportes, com excecao do phenyl-sepharose e a agarose ndo-ativada,
foram capazes reter a lipase da solucdo aquosa apds 24h. O phenyl-sepharose contém grupos
com pouca rotatividade e anéis volumosos com orientacdes planares que provavelmente
saturam rapidamente de Bbll, impedindo a aderéncia de mais enzimas. Por outro lado, apenas
a Octyl-sepharose possibilitou 0 aumento da atividade enzimatica, hiperativando-a em 22%,
aproximadamente, para esse periodo. A agarose ndo-ativada teve por finalidade apenas
assegurar que a perda da atividade ndo ocorreria devido as condi¢cdes de temperatura e pH do
experimento.

Quando se analisa a cinética de imobilizacdo pode-se observar, entretanto, que phenyl,
butyl e PEI sdo capazes de hiperativar Bbll nos periodos iniciais de imobilizacdo, entretanto
ocorre uma queda gradual da atividade em instantes mais tardios. A imobilizacdo acima de tudo
também é uma reacdo quimica, no qual existe em equilibrio enzimas livres e aderidas. Sendo
assim, provavelmente, nesses trés suportes ocorre a aderéncia de Bbl1l na sua conformacao
aberta, entretanto, a medida que mais enzimas se aderem, maior a obstrucdo, impedindo a
passagem do substrato pNPP. Outra explicacdo pode estar relacionada a estabilidade da Bbl1
nesses suportes; conforme mencionado anteriormente, a estrutura final pode apresentar baixa
energia de desnaturacdo em relacdo a enzima livre, facilitando o desenovelamento. Essa
segunda hipotese é considerada mais valida visto que a matriz Sepharose e agarose sdo
polimeros o que reduziria o bloqueio da enzima por seus arredores (FERNANDEZ-LORENTE
et al., 2008). O suporte de Sepabeads C-18, por outro lado, é composto de macroporos
cilindricos com superficies convexas (MATEO et al., 2002). Essas superficies poderiam
oferecer maior congruéncia entre as enzimas ao longo da imobilizacéo, explicando a queda de
atividade na imobilizacao.

O interessante é comparar os perfis de imobilizacdo de Bbll em MANAE e DEAE.
Ambos os suportes sdo carregados positivamente no pH do experimento. Entretanto pode-se

observar que a imobilizagdo em DEAE atingiu uma saturacéo parcial mesmo que toda Bbl1 foi



148

retirada do sobrenadante. Esse perfil se manteve estavel até 24h. Ao contrario em MANAE,
ocorreu perda da atividade gradualmente. As Unicas diferencas entre esses dois suportes sdo a
existéncia de ramificacGes alifaticas do dietilaminoetil e os grupos polares no polimero de
celulose. Essas diferencas podem promover a estabilidade de Bbl1l quando imobilizada, mas
com o custo de dificultar o acesso do substrato ao sitio catalitico.

Em geral, as enzimas ganham um grau de estabilidade quando imobilizadas. Para Bbl1,
a imobilizagdo promoveu um ganho na estabilidade térmica em 30 °C, 40°C, 50°C e 60°C, pois
nessas temperaturas o tso foi maior que 48h. Entretanto, Bbl1l imobilizada perdeu capacidade
de manter-se estavel em 70°C; temperatura a qual mantinha até 30% da atividade inicial quando
livre. SOUZA et al. (2017) demonstraram um efeito semelhante de imobilizagdo de lipase de
Moniliella spathulata. A imobilizagdo em suportes idnicos reduziu significativamente a
termoestabilidade apesar de proporcionar maior afinidade pelo dleo de sardinha. Por outro lado,
0s autores observaram que Octyl-Sepharose causou ganho em estabilidade além de
hiperativagdo. TURATI et al. (2017) realizaram 0s mesmos experimentos com lipase de
Penicillium sp. e puderam observar que Octyl e CNBr proporcionaram ganho na
termoestabilidade a 40°C e 50°C, porém houve perda da mesma quando incubados nos pH 9 e
10. Frente a diferentes pH, os derivados de Octyl e CNBr proporcionaram maior estabilidade a
Bbll. A excecdo, para ambos, foi no pH 10 em que prevaleceu desnaturacdo logo no comeco
do experimento. Desse modo, comparando-se com essa lipase livre, a imobilizacdo promoveu
acréscimo da estabilidade nos valores mais baixos e intermediarios de pH e temperatura,
todavia, nos seus respectivos valores mais altos ha perda brusca de atividade inicial.

Decidiu-se estudar a otimizacdo de experimentos em trés derivados: DEAE, CNBr e
Octyl. A escolha somente destes baseou-se em: maior estabilidade em pH e temperatura e cada
um representar um tipo diferente de interacdo com a enzima. A otimizacédo de experimentos da
hidrolise de pNPP revelou algumas caracteristicas peculiares. Bbl1 em Octyl apresentou valores
de temperatura e pH muito proximos da enzima livre em solucdo, apesar de possibilitar um
ganho de atividade enzimatica. Entretanto, em DEAE observou-se um acréscimo do pH 6timo,
enquanto que em CNBr houve um aumento da temperatura 6timo e reducdo do pH ideal para
hidrolise. Tais alterac@es sdo reflexos do resultado da interacdo da Bbll com esses suportes. A
modificacdo do pH 6timo pode indicar mudanca na distribuicdo de cargas ao redor do sitio
catalitico ou na superficie da enzima, necessitando potenciais hidrogenidnicos diferentes para
permitir a interacdo com o substrato (MOHAMAD et al., 2015; YANG et al., 2017). J4 0
aumento da temperatura 6tima pode ser justificado pelo ganho de rigidez da enzima, ou do sitio
catalitico, quando covalentemente ligada ao CNBr; de fato RADESTOCK e GOHLKE (2011)
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indicaram haver uma certa relagdo proporcional entre rigidez da uma enzima com sua
temperatura 6tima em adaptacdes termofilicas, apesar de que essa relagdo nem sempre é regra
(KARSHIKOFF et al., 2015; CHOY et al., 2017). KAMAL et al. (2012) produziram um
mutante de lipase de Bacillus subtilis altamente termoestavel e com elevado potencial catalitico,
mas que apresenta rigidez no sitio catalitico. ZHANG et al. (2016) com mutantes da lipase 1 de
C. rugosa puderam verificar que o aumento da rigidez do sitio catalitico provocou ganho na
estabilidade sem alterar a hidrolitica da enzima. Desse modo a relagdo entre dindmica da enzima
e suas propriedades de catalise e estabilidade ainda permanecem obscuros. Visto que a melhor
atividade especifica foi obtida com derivado em Octyl, decidiu-se dar continuidade a
caracterizacdo apenas deste composto.

A imobilizag&o em octyl também alterou as propriedades cinéticas e termodinamicas da
hidrolise de pNPP por Bbll. Houve um aumento de 2,39 vezes da Vmax e reducdo de Kos em
2,70 vezes em relacdo a essa enzima livre. Segundo a literatura, o suporte Octyl-Sepharose
imobiliza a “tampa” da lipase proporcionando sua conformacdo aberta e expondo o sitio
catalitico da enzima (MANOEL et al., 2015). Provavelmente isso facilita o fluxo de reagentes
e produtos pela enzima, ou na orientacdo da interacdo enzima-substrato, mesmo em baixas
concentragdes de substrato (menor Kos). SOUZA et al. (2017) realizaram 0 mesmo esquema
de experimento com a lipase de M. spathulata, imobilizando-a em Octyl-Sepharose, DEAE-
agarose e CNBr, a partir da hidrolise de pNPP. Seus resultados indicaram alteracdo nos
parametros cinéticos Vmax € Km aparente (correspondente ao Kos) com redugdo em ambos no
derivado de Octyl, emrelacdo a enzima livre. Segundo os autores isso indica que a imobilizacéo
deve alterar a eficiéncia do mecanismo catalitico, provavelmente pela mudanca na posicdo dos
residuos da triade, mesmo que o acesso do substrato seja maior.

Observa-se ainda que a relacdo velocidade de catalise e concentracdo de substrato
apresentou um coeficiente de hill igual a 1, ou seja, uma relacdo hiperbdlica. De fato, a
manutencdo da conformacéo aberta por Octyl indica a ativacao interfacial completa da enzima.

A energia de ativacdo da hidrélise de pNPP foi de aproximadamente 13 kJ.mol?, uma
reducdo de 3,7 vezes em relacdo a mesma com Bbl1 livre. Essa reducdo indica que os valores
de kcat da enzima pouco variam em fungdo da temperatura, ou seja, tanto em uma temperatura
mais baixa quanto mais alta a eficiéncia catalitica € pouco variavel e, portanto, menos
dependente da temperatura, sempre comparando-se a enzima livre. Quando se pensa em
temperatura e reacdes quimicas, segundo Arrhenius, a temperatura aumenta a energia cinética
das moléculas em solucdo e os choques entre elas (PELEG et al., 2012). Entretanto, para uma

reacdo ocorrer com sucesso, além dos choques € necesséria a orientacdo correta para ativacdo
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do mecanismo reacional. E sensato pensar que o suporte de Octyl permeia essa orientagio e o
“encontro” entre o sitio catalitico de Bbll e pNPP, 0 que explica essa reducdo na energia de
ativacdo. Até agora nao foram encontrados trabalhos que denotem o papel da imobilizacdo de
lipases, ou enzimas em geral, sobre a alteracdo da energia de ativacdo das reacOes catalisadas
pelos mesmos, apesar de ser conhecida a modificacéo na eficiéncia catalitica. Entretanto, ndo é
regra que aumento ou diminui¢do nesta, obrigatoriamente promove alteragéo na energia de
ativagéo.

O padrao de inibicdo pelos &cidos oleico e linoleico sofreu alteracdo pela imobilizacdo
em Octyl. Da mesma forma que a imobilizacdo facilita o acesso de pNPP ao sito catalitico, o
mesmo efeito provavelmente é observado com os éacidos graxos. Como o Octyl desloca a
“tampa” de lipases, a interagdo dos residuos cataliticos com os acidos graxos deve ocorrer com
mais espontaneidade. Em baixas concentragcfes desses inibidores, o tipo de inibi¢cdo apresenta-
se como competitiva; nesse caso, interagem diretamente com os residuos cataliticos da enzima.
Se o dito for verdade, explica-se por que a inibi¢ao, provocada por esses mesmos acidos graxos,
é ndo-competitiva nessa mesma enzima livre. Nessa situacao, a tampa provavelmente impede
o contato entre acidos graxos e os residuos cataliticos e age como um “filtro” para selecionar
as ligacOes ésteres dos substratos. A medida que a concentracdo do inibidor aumenta, além da
interacdo com o sitio, pode haver congruéncia de moléculas de acidos graxos na superficie da
enzima ou no “tunel” apresentado anteriormente, reduzindo o fluxo de substrato e produtos na
lipase, 0 que explica o comportamento de inibicdo mista observado nos resultados.

Apesar que o intuito do presente trabalho foi adquirir uma vertente para producéo de
lipases, surgiu-se uma ansia em utiliza-lo em prol da oncologia. Para tal, a Bbl1 imobilizada
em Octyl-Sepharose (cuja condicao apresentou melhor atividade enzimatica e estabilidade) foi
utilizada na hidrolise de dois 0leos: 0 acai (Euterpe oleracea) e buriti (Mauritia flexuosa). Esses
6leos foram escolhidos devido a existéncia de poucos trabalhos na area e da controversa sobre
0 uso destas substancias no tratamento de cancer. Além disso, utilizaram-se 0leos brasileiros
com o intuito de valorizar a flora do Brasil, buscando promover suas producdes e alavancar o
valor econdmico destes insumos.

O estudo oncoldgico baseou-se na aplicacdo de fases polar e apolar providos da hidrélise
dos 0Oleos de acai e buriti sobre as células de glioblastoma LN-18 e fibroblasto CCD-1072Sk.
As células de LN-18 possuem um mecanismo de resisténcia ao medicamento telozolomida, um
dos mais comercialmente utilizado no tratamento de gliomas. A resisténcia se deve a uma
enzima, O%-metilguanidina-metiltransferase, capaz de substituir as guanidinas metiladas pela

acdo da droga telozolomida (LEE, 2016). Em geral, pacientes diagnosticados com esta
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linhagem, ou outros gliomas que apresentam mecanismos de resisténcia a telozolomida (por
exemplo, excisdo de bases metiladas ou por DNA-glicosilase), possuem qualidade de vida
reduzida, justificando a necessidade de tratamentos alternativos para essa doenca. As células de
fibroblasto foram utilizadas como controle de citotoxicidade em células normais frente aos
hidrolisados, devido a sensibilidade destas células a medicamentos nos estudos oncoldgicos
(KRETOWSKI et al., 2017).

A separacdo das duas fases serviu para facilitar o manuseio dos produtos de hidrélise.
Como € desconhecida a composicdo quimica destes 6leos, presumiu-se que componentes de
diferentes polaridades pudessem ser separados durante a hidrolise. Tais componentes poder-se-
iam apresentam efeito sobre as células tumorais e, portanto, ndo desejou descarta-las durante o
estudo, justificando a combinacao entre as duas fases.

A faixa de concentragdo dos hidrolisados utilizada nos cultivos celulares foi elaborada
buscando-se respeitar um consumo diario de 8 g de acidos graxos totais, segundo referéncias
mundiais (Food and Agriculture Organization of the United Nations — FAO and Nutrition
Paper, 91 - 2010). Para tal, assumiram-se algumas consideracfes: (1) todo &cido graxo
consumido é uniformemente distribuido no corpo humano e (2) o volume medio do corpo
humano é, aproximadamente, 71 L (SENDROY’; COLLISON, 1966; CLAUSER et al., 1969).
A partir destas consideracdes, espera-se que a concentracao dos &cidos graxos consumidos no
corpo humano seja de 0,11 mg.mL* Valores de concentragdo acima e abaixo de 0,11 mg.mL™*
foram adotados, buscando abranger uma possivel diversidade de caracteristicas fisicas,
metabolicas e nutricionais existentes na populacdo brasileira, 0 que justifica a faixa de
concentracdo de 0,025 até 0,20 mg.mL™ de acidos graxos utilizada no estudo. Essa faixa
também possibilitou verificar se o efeito dos hidrolisados seria dose-dependente.

Os controles permitiram verificar se os 0leos de buriti e acai ndo-hidrolisados e o
solvente DMSO afetariam ou ndo a viabilidade das células utilizadas no experimento.

Quanto aos resultados, observou-se que as células de glioblastoma tiveram reducéo na
viabilidade celular perante tratamento com a fase apolar e combinado do hidrolisado do éleo de
buriti. Presume-se que esse efeito foi decorrente de diacilglicerideos presentes na fase apolar,
conforme evidenciados por TLC, pois o cultivo controle (com 6leo de buriti ndo-hidrolisado)
ndo reduziu a viabilidade celular. A justificativa deste resultado pode estar vinculada a proteina
diacilglicerol cinase a (DGKa), que tem participagdo na manutengdo da sobrevivéncia e
proliferagdo tumoral (DOMINGUEZ et al., 2014; PUROW, 2015). Essa proteina converte
moléculas de 1,2-DAG em &cido fosfatidico (PA) que, por sua vez, é responsavel pela ativacdo

de vias oncogénicas por mTOR (mammalian target of rapamycin), HIF-1a (hypoxia-inducible
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fator 1a) e Akt (Proteina cinase B). Inibidores dessa proteina ja revelaram serem eficazes na
diminuicdo da viabilidade destas células tumorais, diminuindo a expressdo de RNAmM
envolvidos nestas vias e promovendo morte celular por apoptose sem alterar a viabilidade das
células normais.

Pensando numa possivel explicacdo para a reducdo da viabilidade de LN-18 na presenca
da fase apolar do hidrolisado de buriti, pode-se assumir um efeito inibitério de DGK pelos
componentes 1,2- ou 1,3-DAG. Todavia, ndo foram encontrados trabalhos especificos de
inibicdo de DGKa com DAGSs que pudessem corroborar com essa hip6tese. Por outro lado,
LUNG et al. (2009), e SHULGA et al. (2011) demonstraram que uma isoforma desta proteina,
a DGKe, apresenta especificidade e inibigdo por diferentes tipos de DAGs. Alguns trabalhos
(ALBUQUERQUE et al., 2005; RODRIGUES et al., 2010; DARNET et al., 2011) apontam
que a composicdo de cadeias acil no oleo de buriti varia desde &cidos dodecandico, palmitico,
oleico, linoleico, a-linoleico, araquidonico e, deste modo, uma enorme variedade de DAGs
pode existir na fase apolar do hidrolisado de buriti, podendo inibir a atividade tumoral da
proteina DGK.

A fase apolar do hidrolisado de buriti ndo reduziu a viabilidade das células de
glioblastoma em 120h. Isso pode indicar que tais células apresentam mecanismos de resiliéncia
as substancias presentes na fase apolar; os DAGs, por exemplo, podem ser metabolizados e
convertidos em PA mesmo que a taxa dessa reacao seja baixa, como mencionado anteriormente.
Todavia, a perda de viabilidade nestas células permaneceu na mistura entre as fases polar e
apolar, indicando um possivel efeito sinérgico ou de coparticipacao entre seus componentes na
ativacdo de vias apoptoticas. A fase polar possui acidos graxos (AG) em sua composicao; no
0leo de buriti, as cadeias acil mais constituintes dos triacilglicerideos séo os derivados de acido
oleico (octadec-9-endico — 18:1), palmitico (hexadecanoico) e linoleico (cis,cis-9,12-
octadecadienoico). Ha estudos da acdo do acido oleico na ativacdo de vias apoptoticas em
diferentes linhagens de células cancerigenas. Um deles € sobre a supressdo de HER-2 (human
epidermal growth fator receptor 2), um oncogene envolvido na viabilidade e metastase de
diferentes linhagens de cancer (MENENDEZ et al., 2005). JIANG et al. (2017) mostraram que
0 acido oleico é responsavel por induzir apoptose em carcinoma epidermoide de lingua,
induzindo arraste da fase GO/G1, diminuicdo de ciclinas e aumento de expressao de p53 e
caspase-3. HARDY et al. (2003) demonstraram que o acido palmitico é responsavel por induzir
apoptose em células do cancer mamario.

A fase polar, além de interagir sinergicamente com a fase apolar do hidrolisado de buriti,

foi responsavel em promover aumento de viabilidade celular em fibroblastos em 120 horas.
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Uma explicacdo é que as células de fibroblasto possam utilizar os &cidos graxos no metabolismo
energético (B-oxidacdo), na sintese de precursores de horménios de crescimento ou elementos
estruturais de membrana. Em geral, os hidrolisados do buriti ndo provocaram perda de
viabilidade celular dos fibroblastos, 0 que indica baixa toxicidade dos produtos de hidrolise do
6leo de buriti sobre células normais.

Analisando o efeito dos hidrolisados do acai, a primeira diferenca é o efeito citotdxico
da fase apolar sobre os fibroblastos. O TLC revelou que a concentragdo dos produtos de
hidrélise foi muito maior no acai do que no buriti, o que poderia justificar a perda de viabilidade
nas células normais.

Quanto a linhagem LN-18 na presenca dos hidrolisados de acai, houve perda de
viabilidade em 24h, porém nédo foi mantida em 120h, mesmo na presenca da mistura entre as
fases polar e apolar. 1sso representa uma diferenca da agdo antitumoral entre os hidrolisados do
Oleo de acai e buriti. Uma provavel explicacdo dessa diferenca pode estar na composicao de
tocoferdis presentes no Oleo de buriti (RODRIGUES et al., 2010; DARNET et al., 2011). Os
tocoferdis, conhecidos como vitamina E, apresentam propriedade antioxidante e essas
substancias séo capazes de induzir morte celular em células tumorais pela ativacao de caspases
e supressdo de p27 (BJORKBLOM et al., 2016; GUPTA; SUH, 2016). Essas substancias
quando combinadas com os produtos de hidrélise do dleo de buriti podem ter intensificada sua
atividade antitumoral.

Todavia, existem questionamentos a serem discutidos que ndo puderam ser alcangcados
definitivamente no trabalho: qual seria a relevancia deste tratamento sobre outras linhagens de
glioblastoma? Quais sdo as vias moleculares e de sinalizacdo ativadas pelos produtos da
hidrolise do dleo de buriti as quais convergem na reducéo da viabilidade celular em LN-18? Da
mesma forma, sera que os hidrolisados do 6leo de acai podem promover reducdo de viabilidade
em outros tipos de linhagens tumorais? De qualquer forma, existe uma potencial aplicacdo do
hidrolisado de dleo de buriti no tratamento de células de glioblastoma LN-18. Essa, por sua vez,
foi possivel devido as propriedades da Bbl1 imobilizada, incrementando valor sobre a pesquisa

realizada.
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CONCLUSOES

A expressdo de uma lipase em A. nidulans por meio do vetor pExpyr foi de grande
sucesso. Quando inoculado em meio contendo xarope de milho, a producéo de atividade de
Bbl1 pela cepa transformante foi de 35 U.mL™, cerca de 4 vezes maior em relagdo a cepa
selvagem, B. bassiana. Ndo foi observado o efeito negativo de escalonamento, visto que a
producdo de lipase se manteve proporcional ao volume do meio de cultura, atingindo
aproximadamente 34.000 U de atividade de lipase em biorreatores.

A lipase Bbl1 apresentou estabilidade em uma faixa ampla de temperatura e pH, tanto
em solucdo quanto imobilizada em diferentes suportes, especialmente em Octyl-Sepharose
Ainda, observou-se que as propriedades bioquimicas desta enzima sofreram modificacbes
posteriormente a imobilizacdo; as quais dependem, inclusive, do tipo de suporte empregado.
Em comparacdo a um modelo de lipase comercial, a Bbl1 demonstrou-se promissora quanto
sua eficiéncia catalitica e, portanto, pode-se tornar um forte candidato a produgdo em escala
industrial, visto que o fator enzima e micro-organismo (neste caso, quanto a capacidade do
transformante em produzir a lipase) contribuem para esse resultado.

O tratamento de linhagens de glioblastoma com hidrolisados de 6leos brasileiros, acgai e
buriti, foi uma premissa para fixar um novo patamar na utilizacdo de lipases como um bem
social, bem diferente das aplicacbes comuns encontradas na literatura. Os resultados
demonstraram que tanto os hidrolisados de acai e buriti apresentaram-se aplicaveis e
promissores no combate da linhagem LN-18, considerada extremamente resistente e resiliente
aos medicamentos convencionais. I1sso, se conduzido a entender quais compostos estdo
presentes nos hidrolisados, ou de qual maneira a especificidade da enzima € responsavel por
tudo isso, espera-se que em um futuro promissor crie-se um bem a sociedade brasileira, cujos
efeitos serdo observados tanto na valorizacdo da flora e de seus produtores, quanto na medicina

e no desenvolvimento de novos farmacos acessiveis a populagéo.
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ANEXOS

ANEXO A - Sequéncia de gene possivelmente codificador de lipase de Beauveria bassiana Lipase 1 (Bbl1)
obtida no NCBI.

> (gi 400594426) NW_007930875.1:141950-143508 Beauveria bassiana ARSEF 2860
unplaced genomic scaffold BBA _S00040, whole genome shotgun sequence

ATGTCTTTGTCGTCGTCGCACCAGATCAACAGGCTTGTGTGTGTGCAAAAGCTTCTCCTTC
TGGCTCTTGAATTAAACAGCACGCCCGGCTCATCATGAAGTTCCTATCCCTTGTTGCCGCG
GTCCTTCCGCTGGTGTCTGCTCTCACCATTCCTGAGCAGAGCATCACCACTCCCGCCAACG
ACCCCTCGTCTGTACCCCCGTCTGGCCTTGAATTGGCCGAGGACGCGTCTGCTCTCACTGT
TCCGGAGAAGCGCATCACCACTCCTGCCAATGATCCCTTCTATGTGCCCCCCTCTGGCTTC
GAGTCGGCCAAGCCCGGTACTGTGCTGCGTGAGCGCCCCATCGTGGCTTCGTTTTTCGGTC
TCATCCCCGCTCCCATTGATTCTCGTCAGCTGCTCTATCGCACCACGGCCATTGACGGCTC
TGCCATTGCCACCGTCGTCACCATCTTCAAGCCGCTCTTTGCCAAGCGCGACCGCTTCATC
TCCTTCAACACGGCCTACGACTCGTCGGCTTCCATCTGCAACCCCAGCTACAACTACCGCT
TGGGTGCACTCCAAACAGACGTCATCTCGTCGGCCGAGTTTCTCATCATTCAAGCCTACCT
GCTCTCTGGCTACACCGTCGCTTCCGCCGACTACGAGGGTCCTGACGTGGCCTTTTCCGTC
GGCCGTCTCTCGGGCATGGGCGTTCTTGACGGCATTCGCGCCGTAGTCAACTATGGCCCC
AAAATTGGCCTCGACAAGAACCCCTGGTTGTCAATGCTGGTTACTCTGGCGGTGCCATTG
CTAGCGGTTGGGCGGCTTCCCTCCATCCCACCTACGCTCCCGACCTAAACCTCAAGGGCTT
CATCGCCGGCGGTACACCTGCAAACCTTACCGAGGTTCTTCTTTACGTCGATGGCACCTTA
TTCGCGGGTTTCGTCCCAGGTGCCCTTGCAGGCCAAATTATGCCCTCTGCCTACGGTGCAC
GCCTCAAGCCCGTCCTGGACAAGGTCATCGGTCCCCGCGGCAAAGAAGCTCTGGCTCTCG
GAACCAGCCAGTGCGCGCCGGTCAATCTCATTGCCTTTGCGGGCAAGTCCATCTTCGACA
CTAGCTTCCAGACCCTCGGCAAGGACCTACTCTACGATAAGGATGTTGCGTGGGTCCTCG
CCGAGAGCACCCTGGGTCTCAAGAAGAACGAAACGCCCACGGTACCCGTCATGCTCTATC
ACTCTCCAGACGATGAGGTTATCCCTTTTGCTGGCGCTGATGGCCTCCGCAAGCGCTGGT
GCGACAACGGTGCCAATGTGCGCTTTGTCAACTACGCTGCCGGCGGCCACGTCACCGCCG
AGGTGGTTGCTGTGATTGATGCCATCAAATTTGCCGGCGATGCCTTTAGCGGCTCCGTCCC
TGGTGGCTGTGCCAGCAGGACGGTTCTCGACGACAAGCTGAACCCACTGGCTCTTGGCCT
CTCTCTCGAACCCGTCCTTGCCGGGCTTGTGAATATTCTGCTGACGTTGGGTAAGAAGGAT
GCCAATTTCGTCAGTGGCCTGTCTCAGGGCAAGCATATATAA
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ANEXO B - Sequéncia do gene bbl1 inserido em pExpyr com método ABI Prism BigDye.

CGGCTCGTCTGCACAGGGTTGGCAAATGTGATTTCCAAGCGCGGCCGCCTAACCA
TTCCTGAGCAGAGCATCACCACTCCCGCCAATGATCCCTTCTATGTGCCCCCCTCT
GGCTTCGAGTCGGCCAAGCCCGGTACTGTGCTGCGTGAGCGCCCCATCGTGGCCT
CGTTTTTCGGTCTCATCCCCGCTCCCATTGATTCTCGTCAGCTGCTCTATCGCACC
ACGGCCATTGACGGCTCTGCCATTGCCACCGTCGTCACCATCTTCAAGCCGCTCTT
TGCCAAGCGTGACCGCTTCATCTCCTTCAACACGGCCTACGACTCGTCGGCTTCCA
TCTGCAACCCCAGCTACAACTACCGCCTGGGTGCCCTCCAAACAGACGTCATCTC
GTCGGCCGAGTTTCTCATCATTCAAGCCTACCTGCTCTCTGGCTACACTGTCGCTT
CCGCCGACTACGAGGGTCCTGACGTGGCCTTTTCAGTCGGCCGTCTCTCGGGCAT
GGGCGTTCTTGACGGCATTCGCGCCGTGGTCAACTATGGCCCCAAAATTGGCCTC
GACAAGAACCCCATGGTTGTCAATGCTGGTTACTCTGGCGGTGCCATTGCTAGCG
GTTGGGCGGCTTCCCTCCATCCCACCTACGCTCCCGACCTAAACCTCAAGGGCTTC
ATCGCCGGCGGTACCCCTGCCAACCTTACCGAGGTTCTTCTTTACGTCGATGGCAC
CTTATTCGCGGGCTTCGTACCAGGTGCCCTTGCTGGCCAAATTATGCCCTCTGCCT
ACGGTGCGCGCCTCAAGCCGGTCCTGGACAAGGTCATCGCTCCCCGCGGCAAGG
AAGCTCTGGCTCTCGGAACCAGCCAATGCGCGCCGGTCAATCTCATTGCCTTTGC
GGGCAAGTCCATCTTCGACACTAGCTTCCAGACCCTCGGCAAGGACCTACTCTAC
GATAAGGATGTTGCGTGGGTCCTCGCCGAGAGCACCCTGGGTCTAAAGAGACGC
GAAACGCCCAACGGTACCGTGATGCTCTATCACTCTCAGACGAATGAAGTATCCC
TTTGCCTTGGCGCGTCGATGCTCCGCAGCGCTGGTTGCGACAAATTGGCCAATGT
GCGCTTTGTCAACTACGCTGCCGGCGGCCACGTCACCGCCGAGGTGGTTGCTGTG
ATTGATGCCATCAAATTTGCCGGCGATGCCTTTAGCGGCTCCGTCCCTGGTGGLTG
TGCCAGCAGGACGGTTCTCGACGACAAGCTGAACCCACTGGCTCTTGGCCTCTCT
CTCGAACCCGTCCTTGCCGGGCTTGTGAATATTCTGCTGACGTTGGGTAAGAAGG
ATGCCAATTTCGTCAGTGGCCTGTCTCAGGGCAAGCATATA
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ANEXO C - Alinhamento das sequéncias do gene clonado em pExpyr com a respectiva sequéncia obtida no
NCBI.

bbl1l
gi|400594426

bbll
gi| 400594426

bbl1
gi|400594426

bbll
gi| 400594426

bbll
gi| 400594426

bbll
gi| 400594426

bbl1l
gi|400594426

bbll1
gi|400594426

bbl1l
gil400594426

bbl1l
gi| 400594426

bbl1l
gi| 400594426

bbll
gi|400594426

bbll
gi|400594426

bbl1l
gi| 400594426

bbll
gi| 400594426

bbll
gi|400594426

bbll
gi| 400594426

TCACCACT.GCCAATGATCCCTTC

——————————————— GAG
GACGCGTCTGCTCTC-GAG-:TCACCACT GCCAATGATCCCTTC

* & fhkhdh fhh Khhk hhhkhkhhhhhditd hhdhhhdhithbhkikithdhdi

TATGTGCCCCCCTCTGGCTTCGAGTCGGCCAAGCCCGGTACTGTGCTGCGTGAGCGCCCC
TATGTGCCCCCCTCTGGCTTCGAGTCGGCCAAGCCCGGTACTGTGCTGCGTGAGCGCCCC

RS S S S S SRR RS EEE S EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEE RS S S

ATCGT TCGTTTTTCGGTCTCATCCCCGCTCCCATTGATTCTCGTCAGCTGCTCTAT
ATCGT TCGTTTTTCGGTCTCATCCCCGCTCCCATTGATTCTCGTCAGCTGCTCTAT

LR R R R S R MR S SR SRR R R R RS EEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEEEEE SRS S S

CGCACCACGGCCATTGACGGCTCTGCCATTGCCACCGTCGTCACCATCTTCAAGCCGCTC
CGCACCACGGCCATTGACGGCTCTGCCATTGCCACCGTCGTCACCATCTTCAAGCCGCTC

hAhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhbhhhhbhhhhbkhhhhbhbhbhhbhhhhhhhh

TTTGCCAAG GACCGCTTCATCTCCTTCAACACGGCCTACGACTCGTCGGCTTCCATC

hhkhkhkkhkhkhkhhkhh hhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhhhhkhhhkhkhhhkhdhhbhhrdhbkhhhdhrbhdhbhhbhbhdhhhkhkh

TTTGCCAAG.GACCGCTTCATCTCCTTCAACACGGCCTACGACTCGTCGGCTTCCATC

TGCAACCCCAGCTACAACTACCGC] GGT) CTCCAAACAGACGTCATCTCGTCGGCC

hAhkhkhhkhkhkhhkhhhkhkhhhbhhkhhbhhhh dhhhbhhhh dhhbhdhhbhhbhhhhhhhhhhhhhhihihiih

TGCAACCCCAGCTACAACTACCGC.GGT.CTCCAAACAGACGTCATCTCGTCGGCC

GAGTTTCTCATCATTCAAGCCTACCTGCTCTCTGGCTAC GTCGCTTCCGCCGACTAC
GAGTTTCTCATCATTCAAGCCTACCTGCTCTCTGGCTAC GTCGCTTCCGCCGACTAC

hhkhkhkhkhkhhkhkhhhkhhhbhrhhkhhhkhhhhbhrhhbhbkrhdhbhhbdhbhdhhdbdh dhhhbhhhhbhhhhhhhhih

GAGGGTCCTGACGTGGCCTTT] GTCGGCCGTCTCTCGGGCATGGGCGTTCTTGACGGC
GAGGGTCCTGACGTGGCCTTT] GTCGGCCGTCTCTCGGGCATGGGCGTTCTTGACGGC

dhhkhkhkhkhhhhhhhhhkhkhhhrhhhhhd dhhhhdhhhhAhhhAhAdrhhdhhrhhhbhhbhrhbhAhbhhbhhhhhhhk

ATTCGCGCC GTCAACTATGGCCCCAAAATTGGCCTCGACAAGAACCCCATGGTTGTC
ATTCGCGCC GTCAACTATGGCCCCAAAATTGGCCTCGACAAGAACCCCATGGTTGTC

dAhkhkhkhkhkhkhkhkhdh hhkhhhhhhhdhhhbhhhbhbhhhbhbhhbhbkhbhhbhbhbdhrkhhbhbhbdhbhbhkhhbhhhhhhihkh

AATGCTGGTTACTCTGGCGGTGCCATTGCTAGCGGTTGGGCGGCTTCCCTCCATCCCACC
AATGCTGGTTACTCTGGCGGTGCCATTGCTAGCGGTTGGGCGGCTTCCCTCCATCCCACC

hhkhkhkhkhkhhkhkhhhhkhbhhhhkhhbhkdhhhbhdhhbhdhhhbhhhbhbhhbhrdhhbkhhhbhbdhbhbhkdhhhhhhhihk

TACGCTCCCGACCTAAACCTCAAGGGCTTCATCGCCGGCGGT, ICCT] CCTTACC

hkhkhkhkhkhhkhkkhkhhhkhkhkhhhkhhhhkhhhkhkhhhhhhbhhhhkhhAhhhhhhh dhkhkhdx *hkhkhhkhhihkh

TACGCTCCCGACCTAAACCTCAAGGGCTTCATCGCCGGCGGT.CCT.:QCCTTACC

GAGGTTCTTCTTTACGTCGATGGCACCTTATTCGC! CCAGGTGCCCTT]

EE R R R S R R R RS R EEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEE NS EEE TR SRR EEE R EEE S

GAGGTTCTTCTTTACGTCGATGGCACCTTATTCGcg.TT(c:.CCAGGTGccc'rT.
TT

GGCCAAATTATGCCCTCTGCCTACGGT! CGCCTCAAG GTCCTGGACAAGGTCATC

hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhhhhhhhkhhbhhhh hAhkhhhkhhhhhit dhhhkhhkdhbhhbhbhhhbhhhh

GGCCAAATTATGCCCTCTGCCTACGGT.CGCCTCAAG.GTCCTGGACAAGGTCATC

CCCCGCGG GAAGCTCTGGCTCTCGGAACCAGC TGCGCGCCGGTCAATCTC

* KhhkhkkhkAhkhkhkhkhkhhkkhk dhhkhkhkhhkhkhhhkhhAhhkhhrdhhbkhdhhbhbkhidh dAhhhbkhdhkdhbhhdhhbhhihhh

.CCCCGCGGE.GAAGCTCTGGCTCTCGGAACCAGC.TGCGCGCCGGTCAATCTC



bbll
gi|400594426

bbl1
gi]400594426

bbll
gi|400594426

bbll
gi|400594426

bbll
gi|400594426

bbll
gi|40059442¢6

bbll
gi|400594426

bbl11
gi1400594426

bbl1l
gi]|400594426
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ATTGCCTTTGCGGGCAAGTCCATCTTCGACACTAGCTTCCAGACCCTCGGC GGACCT
ATTGCCTTTGCGGGCAAGTCCATCTTCGACACTAGCTTCCAGACCCTCGGC GGACCT

R

ACTCTACGATAAGGATGTTGCGTGGGTCCTCGCCGAGAGCACCCTGGG@CT
ACTCTACGATAAGGATGTTGCGTGGGEGTCCTCGCCGAGAGCACCCTGGGTCT

Wk b el e e o e e W W e e W W e b W e W e e e e o e W e R W e e e e e R W e B W e W e e e W e e W W W e

CGAARACGCC CGT GCTCTATCACTC TG
CGAARACGCC CGT GCTCTATCACTC TG

Yook el e ke W e ohe e e e ke e e e e e e o e e e e Ve dodee e vl ek e
TGGCGC CC CGA CAATGTGCGCTTTGT
TGGCGC cC CGA CAATGTGCGCTTTGT

e ke W ke e e e W e e e e Ve e e e e e W e e e e v e vl e e ke e e e e

CAACTACGCTGCCGGCGGCCACGTCACCGCCGAGGTGGTTGCTGTGATTGATGCCATCAR
CRACTACGCTGCCGGCGGCCACGTCACCGCCGAGGTGGTTGCTGTGATTGATGCCATCAR

e ke ol e W e e e b ol e e Wb e ke b e e bl e b b e b b ke e e e W e e b e e e e e e b e e e e e e e o e W e W e e e b e e

ATTTGCCGGCGATGCCTTTAGCGGCTCCGTCCCTGGTGGCTGTGCCAGCAGGACGGTTCT
ATTTGCCGGCGATGCCTTTAGCGGCTCCGTCCCTGGTGGCTGTGCCAGCAGGACGGTTCT

B

CGACGACAAGCTGAACCCACTGGCTCTTGGCCTCTCTCTCGAACCCGTCCTTGCCGGGCT
CGACGACAAGCTGAACCCACTGGCTCTTGGCCTCTCTCTCGAACCCGTCCTTGCCGGGCT

e e e e ke s b e ok e ke e o e o b ol e e b ke e e e ke e e e e e e e e e e e e e e e b W e e e o e e e e e e e e e e e e e o

TGTGAATATTCTGCTGACGTTGGGTAAGAAGGATGCCAATTTCGTCAGTGGCCTGTCTCA
TGTGAATATTCTGCTGACGTTGGGTAAGAAGGATGCCAATTTCGTCAGTGGCCTGTCTCA

ke b e W e e e ke o W e e e ke b e e bl e b e e ke e e e e e W e e b e e W e e e ke e e e e e e e ol e W e W e e e b e e e

GGGCAAGCAT——————

GGGCARGCATATATAR
e e e e W e e e

e Alinhamento realizado pelo software ClustalOmega — Multiple Sequence Alignment;
e Codons em verde sdo degenerados, em roxo codificam amino&cidos diferentes e em
vermelho nucleotideos ndo-pareados.
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ANEXO D - Determinacado da concentragao de lipase a ser utilizada nos estudos cinéticos para Bbll (a) e
lipase de Palatase® 20.000L (b) purificadas e livre. O estudo cinético baseou-se no modelo de estado
estacionario (BiSSWANGER, 2002). Segundo esse modelo todas as enzimas da reacdo devem estar com seus
sitios cataliticos ocupados na menor concentragdo de substrato a ser utilizada e, portanto, a relacdo entre
concentracdo de enzima e velocidade de reagdo deve ser mantida linear. A hidrolise de 0,10 mM de pNPP foi em
tampéo Mcllvaine pH 6,0 com 0,5 mL de volume reacional e 5 min de reagfo. As concentragdes de substrato e
enzima utilizados estdo na figura. A converséo de substrato deve ser inferior a 5%. Por meio desse resultado, as
concentracdes de Bbl1 e lipase de Palatase livres ideais para estudo de cinética.

0,05 1

0,04
R*=0,994

Atividade enzimatica (U/mL) o

0,03 1 Concentracdo de pNPP (mM) 0,24
Concentragio de enzima (10° mg/mL) 3,2-18
0,024 Tempo de reagio (minutos) 5
Conversio (%) <1%
0,01 1
0,00 F T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Concentragio de lipase (Bbl1) (10~ mg/mL)
(b)
=) 0,06 4
£
S 0,05
S~
_§ 0.04 Concentracdo de pNPP (mM) 0,24
g ’ Concentragio de enzima (102 mg/mL) 0,5 - 2,5
‘" 0034 Tempo de reacdo (min) 5
5 Conversio (%) <1%
g 0,02
b=
]
Z 0,01
<
4
0,00 T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Concentragio de palatase (102 mg/mL)
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ANEXO E - Determinagao do tempo de hidrdlise a ser utilizada nos estudos cinéticos para Bbl1 (a) e lipase
de Palatase® 20.000L (b) purificadas e livre. O estudo cinético baseou-se no modelo de estado estacionario
(BISSWANGER, 2002). Segundo esse modelo a formagao de produto é de ordem zero em funcdo do tempo e,
portanto, a relacéo entre concentracao de produtos e tempo decorrido de reacdo deve ser linear. A hidrolise de 0,10
mM de pNPP foi em tampé&o Mcllvaine pH 6,0 com 0,5 mL de volume reacional utilizando. As concentrac@es de
substrato e enzima utilizados estdo de acordo com ANEXO D. O tempo de reagdo de 5 minutos foi ideal para o
estudo de cinética em ambas as enzimas.

(a)
O 0,041
&
-]
S’
S 0,031
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ANEXO F- Parametros cinéticos de hidrolise de pNPP por Bbll livre em diferentes temperaturas. A
hidrélise foi em tamp&o Mcllvaine pH 6,0 com 0,5 mL de volume reacional e 5 minutos de reagdo. A concentragao

de Bbl1 foi de 9 x 10°mg.mL™.

Temperatura (°C)  Vmax (U.mg?)  Kos (MM) Keat () hill
45 2489 + 66 0,50 + 0,03 2026 £53 1,68 +0,19
50 3123 £ 60 0,61 £0,02 2542 +49 2,29 +£0,26
55 4680 + 207 1,09+0,10 3809+169 140+0,12
60 5367 + 188 092+0,04 4367+233 1,83+0,19
65 4326 + 188 1,35+0,06 3521 +153 2,58 +0,27
70 2607 + 250 1,19+0,06 2121 +204 2,87 +0,37
75 2188 + 90 1,33 £ 0,05 178170 1,83x0,24

ANEXO G — Parametros cinéticos de hidrolise de pNPP por lipase de Palatase® 20.000L purificada e livre
em diferentes temperaturas. A hidrélise foi em tampéo Mcllvaine pH 6,0 com 0,5 mL de volume reacional e 5
minutos de reacdo. A concentracdo de lipase foi de 2,5 x 102 mg.mL™2. Em todas as temperaturas a constante de

hill foi 1.

Temperatura (°C)  Vma (U.mg?)  Kos (MM) Keat (5™)
40 431 + 66 2,78 £0,18 209 £ 54
45 849 + 130,2 1,34 + 0,26 412 +£106
50 2097 + 66 3,30+£0,13 1020 + 53
55 685 + 93 6,92 £ 0,29 33375
60 136 £ 10 1,84 + 0,39 66 + 8
65 8310 1,61+ 0,50 40+ 8
70 47+ 4 1,06 £ 0,25 233
75 34+4 0,7+£0,3 16 £3
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ANEXO H — Determinacdo da concentra¢do de derivado Bbll em Octyl-Sepharose a ser utilizada nos
estudos cinéticos. O estudo cinético baseou-se no modelo de estado estacionario (BISSWANGER, 2002).
Segundo esse modelo todas as enzimas da reacdo devem estar com seus sitios cataliticos ocupados na menor
concentracdo de substrato a ser utilizada e, portanto, a relacdo entre concentracdo de enzima e velocidade de reacdo
deve ser mantida linear. A hidrélise de 0,20 mM de pNPP foi em tampao Mcllvaine pH 5,8 com 0,5 mL de volume
reacional, 5 min de reagdo e a 57°C. A conversdo de substrato deve ser inferior a 5%. A concentragdo de 5 x 107
mg.mL* respeita estas condigdes de estudo.
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0,03 +

0,02+

0,01 -

Atividade enzimatica (U.mL™)

0,00 . T . T
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Concentracdo de lipase (em octyl) (10° mg.mL™)

ANEXO | — Determinacéao do tempo de hidrdlise a ser utilizada nos estudos cinéticos para derivado de Bbl1
imobilizada em Octyl-Sepharose. O estudo cinético baseou-se no modelo de estado estacionario (Bisswanger
2002). Segundo esse modelo a formacéo de produto é de ordem zero em funcdo do tempo e, portanto, a relacéo
entre concentragdo de produtos e tempo decorrido de reagéo deve ser linear. A hidrdlise de 0,10 mM de pNPP foi
em tampédo Mcllvaine pH 5,8, com 0,5 mL de volume reacional utilizando e a 57°C. O tempo de reacdo de 5 min
foi ideal para o estudo de cinética em ambas as enzimas.
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ANEXO J - Parametros cinéticos de hidrolise de pNPP por Bbll imobilizada em Octyl-Sepharose, em
diferentes temperaturas. A hidrélise foi em tampéo Mcllvaine pH 5,8, com 0,5 mL de volume reacional e 5 min

de reacdo. A concentragio de Bbl1 foi de 5 x 10°mg.mL™.

Temperatura (°C)  Vmax (U.mg?)  Kos (MM) Keat (s
45 10264 + 429 0,68 + 0,10 8353 £+ 349
50 11042 + 483 0,34 + 0,04 8986 + 393
55 11777 £ 239 0,41 £0,04 9585 + 195
60 12813 £ 371 0,34 £0,04 10428 + 302
65 12701 £ 318 0,44 £0,04 10336 £ 259
70 11839 + 364 0,49 + 0,06 9635 * 296
75 8386 *+ 453 0,54 +0,12 6825 + 369
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