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RESUMO 

De entre as espécies de leveduras, Yarrowia /ipo/y/ica é uma das 
maiores produtoras de proteínas extracelulares (proteases ácídas neutras e 
alcalinas , fosfatase ácida , ribonucleases e lipases). As lipases (triacilglicerol 
hidrolases) são enzimas importantes no metabolismo das gorduras, catalizando 
a ruptura dos triacilgliceróis em ácidos gordos livres e glicerol. Para além da 
baixa solubilidade dos seus substratos naturais , esta hidrólise é catalizada na 
interface entre um substrato insolúvel e a fase aquosa na qual a enzima está 
solubilizada. Este aspecto distingue-as das esterases , as quais catalizam 
preferencialmente a hidrólise de ésteres solúveis em água . As lipases 
constituem um grupo ubíquo de enzimas capazes de catalizarem diversas 
reacções , muitas das quais de interesse industrial ( hidrólise estereo-selectiva, 
trans-esterificação , etc.). 

Neste trabalho, descreve-se a clonagem molecular e a 
caracterização de um gene de Yarrowia /ipo/y/ica, que codifica para uma 
proteína com actividade lipásica , bem como a caracterização fenotípica de 
outro gene que codifica para uma proteína com o mesmo tipo de actividade. As 
sequências completas de DNA destes genes codificam para duas proteínas de 
486 e 498 aminoácidos . As sequências de DNA deduzidas apresentam 
homologia com lipases de outros fungos (Candida cy/indracea e Geothrichum 
candidum) possuindo em comum a sequência do sítio de activação interfacial. 
As lipases de Yarrowia /ipoytica possuem sítios potenciais de N-glicosilação e 
regiões reg uladoras de ORE (oleate response element) nos promotores de 
ambos os genes. Estas proteínas não apresentam um sinal peptídico claro. 

A interrupção dos genes Y/L/P1 e Y/L/P3 produz uma diminuição da 
activ idade lipásica em meios com azeite comparativamente com a estirpe 
selvagem. 

Palavras-Chave: 
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ABSTRACT 

Among yeast species , Yarrowia lipolytica is one of the highest 
producers of extracellular proteins (acid , neutral and alkaline proteases, acid 
phosphatase, ribonucleases and lipases). Lipases (triacylglycerol hydrolases) 
are important enzymes in fat metabolism, catalyzing the breakdown of 
triacylglycerols to free fatty acids and glycerol . Owing to the very low solubility 
of their natural substrates, this hyd rolysis is catalyzed at the interfase between 
an insoluble substrate and the aqueous phase in which the enzyme is 
solubilized. This feature distinguishes them from esterases, which preferentially 
catalyze the hydrolysis of soluble esters in water. Lipases constitute a 
ubiquitous group of enzymes able to catalyze a number of different reactions, 
many of them of industrial interest (s tereoselective hydrolysis , 
transesterifcation, etc.). 

ln the present work , we report the molecular cloning and the 
characterization of one gene of Yarrowia lipolytica encoding for a protein with 
lipase activity as well as the phenotypic characterization of another gene that 
encodes for a protein with the same type of activity. The complete DNA 
sequences encode for two putative proteins of 486 and 498 aminoacid. The 
deduced aminoacid sequences show similarity with lipases from other fu ngi 
(Candida cylindracea , Geothricum candidum) sharing in common the sequence 
for the interfacial activation site . The lipases from Yarrowia lipolytica have two 
potential N-glycosylation sites and regulating ORE (oleate response element) 
regions in the promotors of both genes. The proteins do not show clear signal 
peptide. 

Disruption of the genes YIL/P1 and YIL/P3 produces lower lipase 
activity in olive oil medium when comparing to the wild type. 

Key words: 
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NOMENCLATURA 
Abreviaturas utilizadas neste trabalho 

ADN: ácido desoxirribonucleico 
ARN: ácido ribonucleico 

ARNm: ARN mensageiro 
DEPe: dietil pirocarbonato 

DlG: digoxigenina 
DNAse: desoxirribonuclease 

DNTPs: desoxirribonucleótidos trifosfato 
DTT: ditiotreitol 

EDTA: etilendiamino teracetato de sódio 
IPTG: isopropil-p-D-tiogalactósido 

kb: kilobases (1000 pares de bases) 
kDa: kiloDalton (1000 Dalton) 
pb: pares de bases 

peR: reacção em cadeia da polimerase 
PEG: polietilénglicol 

RNAse: ribonuclease 
SDS: dodecil sulfato de sódio 

sse lOX: cloreto de sódio, citrato de sódio 
TE: TRIS, EDTA 

TRIS: tri (hidroximetil) aminometano 
UV: ultravioleta 

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indol-D-galactósido 
"e: graus centigrados 

g: grama 
DO: densidade óptica 

L: litro 
M: molar 

mM: milimolar 
min: minuto 
mL: mililitro 
nm: nanómetro 

~lInol: micromole 
~lL: microlitro 
Ilg: micrograma 

rpm: rotações por minuto 
s: segundo 
I,: comprimento de onda 

SLS: sigma lipase substrato 

As restantes abreviaturas correspondem às abreviaturas internacionais e 
aos sistemas de medidas admitidos (IUPAC , União Internacional de Química Pura e 
Aplicada), incluindo os códigos de uma e três letras para designar os aminoácidos. 
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1 - INTRODUÇÃO 

1.1- LlPASES 

1.1 .1- Definição 
Na literatura, encontra-se com frequência a utilização indistinta dos termos 

lipase e esterase. Na realidade , ambas catalizam a hidrólise de ligações éster de 
ácidos carboxílicos e compreendem o grupo de enzimas pertencentes á sub­
subclasse (3 .1.1) . No entanto , o termo esterase é mais amplo incluindo além das 
lipases os dois grupos: 

-Carboxilesterases (EC 3.1 .1.1) que inicialmente se denominavam 
esterases B (Medda et ai. , 1992); 
-Arilesterases (EC 3.1 .1.2) que se denominavam esterases A e hidrolizam 
ésteres aromáticos , tais como o fenil acetato (Chang et ai. , 1996; Upton et 
a/. ,1995) . 
A União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB) , na sua 

edição de 1992, sobre recomendações de nomenclatura, atribuiu ás lipases o código 
EC(3.1 .1.3) , especificando que se trata de enzimas que hidrolizam ésteres 
carboxílicos do glicerol , de acordo com a seguinte reacção (Brady et ai. , 1990; Hide 
et ai. , 1992) : 

Triglicérido + H20 :;;jj .. f===~. Glicerol + Ácidos gordos 

Com um substrato como a trioleína na reacção anterior, uma lipase pode ser 
vista como (a) uma enzima que hidroliza ésteres do glicerol com ácidos gordos ou 
como (b) uma enzima que hidroliza ésteres de ácidos gordos de cadeia longa . 
Nenhuma das definições parece ser concludente. Com um substrato como a 
tributirina a definição (a) seria aplicável mas não a definição (b) . Com benzil 
estearato a definição (a) não é aplicável, mas sim a (b). 

Adicionalmente , estabeleceu-se que uma verdadeira lipase actua em 
substratos heterogéneos ou , se o faz em substratos solúveis em água, será muito 
lentamente. Além disso as lipases não só hidrolizam um substrato em forma 
emulsionada como também em estado micelar. 

Diversos autores (Polgar, 1992) têm estabelecido classificações para as 
proteínas segundo diversos critérios incluindo a análise evolutiva das sequências de 
aminoácidos. 

Actualmente uma das classificações estruturais das proteínas mais importante 
é a estabelecida por Murzin et ai. (1995). Encontra-se disponível na Internet desde 
1995 (htlp:/Iscop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/). Esta classificação inclui as lipases pelas 
Suas características estruturais , que se descrevem na secção seguinte , na 
Superfamília das a/~ hidrolases. Nesta superfamília existem as subdivisões nas 
famílias , que se descrevem na Tabela 1.1 . 

I 



tro uçao 

Tabela 1.1- Classificação estrutural de proteínas com actividade lipásica (SCOP) (Murzin et ai. , 
1995). 

[=--.. -.. -~-_ -~-,, -__ a_'í_~ __ h_. ~_~"_r~ __ l_a_se_s_: -----~--.--J 
l.Acetilcolinesterases (3) 

-Torpedo ca lifomica (5 ) 
'Electrophortls eleclricus ( I) 
'Mus lI111sculus (I ) 

2.Serina-carboxipeptidase (3) 
A-Serina-carboxipeptidase II 

'Triticwll vulgaris (5) 
'Saccharomyces cerevisiae (2) 

B-Human 'protective protein', HPP 
'Ho/llo sapiens (I) 

3.Haloalcano dehalogenase (I) 
• Xantl!obacler aurotrophicus strain gj 1 O (9) 

4.Dienolactona hidrolase (1) 
·Pseudo/llolla.\" sp. B13 (I ) 

5.Bromoperoxidase A2 (I) 
'Strepcomyces aureofaciens ( I) 

6. Tioesterases li) 
Tioesterase miristoil- ACP-especi fica 

• Vibrio jU/lveyi ( I ) 

7.Lipases fúngicas(8) 
A-Triacilglicerol1ipases 

'Calldida anlarctica (forl/la b ) (5) 
'Rhizomllcor l1liehei (4) 
• Penicitliwll caembertii (I ) 
'Humicola lanllginosa (I) 
'RhizoplIs delemar (I) 

B-Carboxilesterasellipase tipo B 
'GeotrichulI1 candidum estirpe A TCC 346 14 (I) 
'Candida rugosa (também chamada cylindracea ) (7 ) 

'Candida rugosa (colesterol esterase) (1) 

8.Lipases bacterianas (1) 
• Pseudol1lonas glumae 
(conhec ida como PseudomonCls gladioli )(1) 

9.Lipases pancreáticas (domínios N-terminais)(2) 
(contém um domínio de união a colipase adicional) 

• EqUllS caballlls (I) 
'Homo sapiens (2) 

Entre parêntesis indica-se o número de proteínas que se classificaram num primeiro momento em cada 
secção. 
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As lipases catalizam várias reacções (Balcão et ai., 1996). Apesar de serem 
sintetizadas pela natureza para quebrar ligações éster de gliceróis com o 
consequente consumo de moléculas de água (hidrólise), as lipases também podem 
catalizar a reacção inversa (síntese estérica) em condições especiais de quase 
ausência de moléculas de água, quer dizer a formação de ligações éster entre 
grupOS alcoólicos e grupos carboxílicos ácidos. Na sintese orgânica, os dois 
sentidos desta reacção podem-se combinar e modular dando lugar a uma série de 
reacções denominadas de interesterificação . Dependendo do ponto de partida 
particular em termos de substrato, pode-se falar de acidólise (donde um grupo acilo 
é permutado entre um grupo acilglicerol e um ácido carboxílico), de alcoólise 
(donde um grupo acilo é permutado entre um acilglicerol e um alcool) e 
transesterificação (no qual se intercambiam grupos acilo entre dois acilgliceróis). 

Na Figura 1.1 clarifica-se o intercâmbio de radicais acilo em todas estas 
reacções. 

f-DH 

Figura1 .1 - Representação esquemática das reações catalizadas pelas lipases. 1- Hidrólise, 2-
Síntese estérica, 1+2- Alcoólise , 1 +3- Acidólise , 1 +2+3+4- Transesterificação. Os grupos acilo 
estão marcados com Ri (i=1,2 ,3,4). A zona sombreada representa a fase aquosa da reacção. 
(Adaptado de Balcão, Paiva e Malcata,1996). 
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Assim a maior diferença entre lipases e esterases parece estar associada 
com o estado do substrato sobre que actuam. Enquanto que as esterases podem 
hidrolizar substratos solúveis, as lipases, não. Parece apropriado portanto, definir as 
lipases como enzimas que hidrolizam ésteres na interface água lípido num sistema 
heterogéneo ou insolúvel. E precisamente na interface água-Iípido que as lipases 
exibem outra das suas características: a activação interfacial. Enquanto que uma 
esterase tem um comportamento tipicamente michaeliano num estudo de actividade 
relativamente á concentração do substrato, uma lipase exibe um ponto de activação 
com uma concentração de substrato com valor de saturação =1 (quando se 
começam a formar agregados). Esta diferença pode ser apreciada em qualquer 
estudo comparativo do comportamento cinético de uma lipase e uma esterase, cujos 
resultados seriam semelhantes aos observados no gráfico da Figura 1.2 onde se 
mostra uma adaptação dos resultados publicados por Sarda e Oesnuelle (1958) com 
um substrato como a triacetina . Quando a concentração de substrato alcança o 
ponto de saturação e o meio passa de homogéneo a heterogéneo, as moléculas de 
substrato formam agregados moleculares do tipo micelar e a enzima activa-se 
devido á nova forma do substrato (activação interfacial). 

____ E .. h:rll~ 

o 0,5 1 1.5 2 

Indice de saturação 

Figura1.2 - Estudo comparativo da velocidade enzimática entre uma Iipase e uma esterase. 
(Baseado em Sarda e Desnuelle , 1958) . 

Tão importante como este conceito de activação interfacial pode ser o 
conceito de inactivação ínterfacial (Verger, 1984). Este fenómeno não é apenas 
estudado nas lipases. Sabe-se, que em maior ou menor grau as proteínas mudam 
de conformação ao interactuar com uma interface entre dois meios imiscíveis ou 
parcialmente miscíveis (Tronin et ai. , 1996). A desnaturação que sofrem as proteínas 
em presença de SOS (dodecil sulfato sódico) acima da sua concentração micelar 
crítica é um exemplo de inactivação interfacial (Nascimento e Campos, 1994). 

4 



ntro uçao 

Estes mecanismos de activação e inactivação interfaciais são descritos como 
essenciais para o mecanismo de reacção de uma lipase. 

o mecanismo mais importante para a acção de uma lipase em substratos em 
emulsão foi proposto por Verger el ai. (1996) e esquematiza-se na Figura 1.3, na 
qual se inclui a ideia recente de inactivação interfacial. 

Fase aquosa 
E 

Superflcie interfacial 

Fase lipdica 

Figura 1.3 - Modelo esquemático de lipólises. E enzima em dissolução, Ea enzima adorsorvida 
sobre a interface, S substrato, P produtos e Ed enzima desnaturada. 

1.1.2- Características estruturais 
Os estudos por difracção de Raios X de estruturas cristalinas de algumas 

lipases purificadas, permitiram conhecer a base estrutural para o fenómeno de 
activação interfacial (Holmquist el ai. , 1993). Em condições aquosas, em fase 
homogénea, índice de saturação do substrato baixo, a enzima está inactiva pois o 
centro activo está protegido por uma tampa ou "Iid" formada por uma pequena 
sequência de aminoácidos com estrutura secundária de a-hélice com características 
anfipáticas. Em presença de substâncias insolúveis em água (quando o índice de 
saturação é superior à unidade) , essa tampa desloca-se por forma a que o centro 
activo da enzima fique exposto ao substrato como uma região hidrofóbica que se 
estabiliza por absorção à interface apoiar formada pelo substrato. Esta será a 
conformação activa da enzima. Brady el ai. (1990) sugeriram que esta tampa 
actuaria de forma a inibir a actividade proteolítica e portanto protegendo as enzimas 
de autólise enquanto não estão a reagir. 

o sítio activo das lipases é constituido por uma tríade catalítica formada por 
resíduos de uma serina, uma histidina e ácido aspártico (Brady el ai. , 1990) que 
nalguns casos, como por exemplo em Geolrichum candidum, está substituido por 
Um resíduo de ácido glutâmico (Schrag el ai., 1991). O resíduo de serina está 
situado entre dois residuos de glicina á distância de um resíduo de outro aminoácido 
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qualquer. Parece tratar-se de uma estrutura bastante conservada; o pentapéptido 
comum tem a seguinte forma: Gly-X-Ser-X-Gly. 

Outras enzimas relacionadas, incluidas dentro do grupo das hidrolases 
serinicas e proteinases serínicas têm substituida uma das glicinas pela alanina. 
Assim, o motivo comum a todas elas será (Gly-X-Ser-X-Gly-(Ala)). Este motivo 
aparece no banco de sequências do EMBL (European Molecular Biology Laboratory) 
mais de 1500 vezes (Derewenda et ai. , 1991). A análise da estrutura secundária da 
proteína em torno desse pentapéptido revela um motivo estrutural ~-ESer-C/. que 
está presente em várias famílias de lipases e esterases (Drewenda et ai., 1991). O 
perfil hidropático em todos os casos revela reg iões hidrofóbicas em torno do 
pentapéptido em todas as lipases com valores de índice hidropático entre 0.7 e 14.3 
(Hide et ai. , 1992) . 

Esta estrutura que está muito conservada tem a serina activa localizada no 
extremo C-terminal de uma região com estrutura secundária de héli ce C/.. Nos 
estudos de caracterização da estrutura tridimensional destas proteínas, realizados 
até ao momento, por difracção de Raios X e por modelização mol ecular 
(Derewenda et ai. , 1994; Norin et ai. , 1994), demonstrou-se que nestes casos a 
serina adopta a conformação E. 

A Figura 1.4 mostra esquematicamente um modelo da estrutura secundária 
conservada pelas lipases de estrutura tridimensional conhecida. Este modelo geral 
coincide com o de uma lipase de Pseudomonas aeruginosa e consta de 8 regiões 
com estrutura de folha pregueada ~ intercaladas por regiões com conformações de 
a-hélice. 

J 2 3 4 

HiHH.hna 

SEI ~ I ~'::\ 

ACTIVA 

5 

Residuo 

6 7 8 

Figura1.4 -Esquema da estrutura secundária de lipases com estrutura tridimensional 
conhecida. (Baseado em Jaeger et ai., 1993). 
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Na Figura 1.5 mostra-se com mais detalhe a conformação que adoptam os 
resíduos que formam parte do sítio catalítico na lipase LlP1 de Mucor miehei e na 
lipase LlP1 de Candida rugosa, segundo foi modelado, com base em dados 
cristal og ráficos. 

Figura1.5 - Representação tridimensional da estrutura cristalográfrica do sítio catalitico da 
lipase de Mucor miehei (Brady et ai., 1990) e de uma lipase de Candida rugosa (Grochulski 
et ai., 1994). As linhas ponteadas representam as pontes de H entre os resíduos que formam a 
triade catalítica. HEE representa uma molécula de N-hexilfosfanato etil-ester, um inibidor 
(Brzozowski el ai., 1991). 

o mecanismo de reacção do sítio activo das Iipases tem sido proposto 
(Jaeger et ai., 1994) e mostra-se na Figura 1.6. Primeiro, ocorre um ataque 
nucJeofílico do oxigénio do grupo hidróxilo sobre o átomo do carbono do grupo 
carbonilo da ligação éster. Isto, leva à formação de um intermadiário em forma de 
tetraedro (reacção 1). A histidina incrementa as características do grupo hidroxilo 
da serina. O anel amidizólico da histidina fica carregado positivamente. Esta carga 
positiva estabiliza-se com a carga negativa do residuo ácido dos ácidos aspártico e 
glutâmico. O intermediário em forma de tetraedro estabiliza-se através de duas 
pontes de hidrogénio formadas com ligações amida de resíduos de aminoácidos 
que se encontram ao redor da histidina. Finalmente, o álcool é libertado, deixando 
atrás um complexo acil-enzima (reacção 2). Mediante um ataque nucleofílico de 
um ião hidróxilo, o ácido gordo liberta-se e a enzima regenera-se (reacção 3) . 
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Figura '1.6 - Mecanismo detalhado da hidrólise de uma ligação éster mediante uma lipase 
(Jaeger et aI. , 1994). 

A comparação das sequências das proteína com actividade lipásica permite 
definir 3 regiões consenso muito conservadas que incluem os três elementos 
relacionados com o sítio catalítico (serina activa, espaço oxianiónico e resíduo 
acídico) . A região correspondente à histidina da tríade catalítica é contudo uma 
região menos conservada. 

Na Tabela 1.2 comparam-se as sequências de aminoácidos de algumas das 
lipases conhecidas. Pode-se observar como alguns dos resíduos implicados na 
formação da estrutura catalítica estão altamente conservados entre as espécies . 
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Tabela 1.2 - Comparação das sequências de aminoácidos em torno dos resíduos da triade 
catalítica em lipases de diversos microrganismos. 

aemginosa 
alcatigenes ISGKG 
gil/ma e .~TGi>.T 

subtilis ETGF.K 

KTGAK 
Ol/rellS tt.1EPGK 

hyiclIs WKPGH 
lIlihei QYPSY 

delemo/" AHPTY 
nivcus AHPTY 

camembertii QNPNY 
calldidulIl ( I GGDPD 

rugosa ( I ) GGDPT 
rugosa (2) GGDPS 
humano GY$P$ 

porcino GYS PS H 

H 

YPI 
YPV TDK GQ 
NPV .ll..SF SS 
NPV ./'J..SY SS 
YPV LVG RK 
DP? FVG RP 
TIY SS S IRN NE 
TIY TN S FRS HK 
TIY TN S FRS HK 
.;, \l''J' SY S VRN HT 

GA F VYG QE 
QN 
QN 

S.J:\.T 

A 
A 

P 

T 
T 

SEIS 
HLP P 

L PAE peFQ 

L PA E PCFQ 
N ADPQD 

Os resíduos marcados a negro corre spondem a aminoác idos idênticos. Os aminoácidos 
marcados a cinzento correspondem às substituições conservativas. 

As estruturas tridimensionais (3D) da lipase fúngica de Rhizomucor miehei 
e da lipase pancreática humana foram determinadas em 1990. Desde então, 
mais onze estruturas de lipases foram resolvidas, as quais , com excepção da 
lipase pancreática, são todas de origem microbiana (Jaeger et ai., 1994). 

Nas Figuras 1.7 e 1.8 comparam-se as estruturas trid imensionais dos sítios 
catalíticos e os envolventes aminoacídicos de duas lípases já analizadas por 
difracção de Raios X. 

Na Figura 1.7 mostra-se a conformação fechada (inactiva) da lipase 1 de 
Geotrichum candidum (Schrag et ai., 1993) . Todos os dominios 
correspondentes á triade catalítica aparecem ocultos pelas duas hélices a da 
tampa. 

Na Figura 1.8 representa-se a zona correspondente ao sítio activo da lipase 
de Candida rugosa (Cygler et ai., 1994) . Foi cristalizada na conformação aberta 
(activa) com a formação de um complexo com 2-hexadecano sulfanato de 
sódio . 
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Figura 1.7- Estrutura tridimensional do sítio catalítico da Iipase 1 de Geotrichum candidum. Os 
resíduos corados estão relacionados com o centro activo da enzima. Esta representação corresponde 
aos dados reais de difracção de Raios X da proteína 1 THG de G.candidum em conformação fechada 
(inactiva) (Schrag et ai. , 1993). 

REsrDUQ ' 
ACID1CO 

,~ 
~ 

-/ I .I:U S T IJ) 1:'SA .. 

. ' S E.RINA 
AC.j l 'I\"A 

• . ESPAÇOCl STRTNAS 
• OXI.<'h"'\--'U:lNI CO 

Figuira 1.8- Estrutura tridimensional do sítio catalítico da lipase 1 de Candida rugosa. Dados 
obtidos por difracção de Raios X (que confirmam os existentes por modelização teórica). Os resíduos 
Corados estão relacionados com o centro activo da enzima. Esta representação corresponde aos 
dados reais de difracção de Raios X da proteína 1 CRL de C. rugosa, em conformação aberta (activa) 
(Cylger et ai., 1994) . 
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1.1.3 - Características fisico-químicas 

As lipases microbianas são em geral, glicoproteínas ácidas (as lipases 1 e 2 
de Candida rugosa possuem pontos isoeléctricos de 4.5 e 4.97 respectivamente) e 
com uma massa molecular compreendida entre 19 e 60 kDa. Contêm entre 3 e 15% 
de hidratos de carbono, sendo a manose mais abundante. São enzimas solúveis 
apesar, de como já se realçou , actuarem sobre emulsões ou micelas. 

Estas enzimas apresentam uma grande diversidade quanto aos factores que 
afectam a sua actividade: especificidade por substrato, valores de pH óptimo , 
temperatura óptima, inactivação pelo calor, etc. (Tabela 1.3): 

Tabela 1.3 - Temperatura, pH óptimos e inactivação pelo calor de várias Iipases microbianas. 

Origem pR T óptima Inactivação Referência 
óptimo (0C) t (min): , 

T(°C) 

• Detecção 
Dos diversos métodos utilizados para determinar a actividade lipás ica 

destacamos: 

a) Ensaios em placa 

Os ácidos gordos que se libertam pelo desdobramento do substrato formam 
um halo transparente que pode ser realçado utilizando substâncias corantes , 
fluorescentes (Converse et ai, 1981 ; Kouker et ai, 1987; Samad et ai, 1989) ou 
recorrendo á utilização de substratos cromogénicos (Miles et ai, 1992). 

Tabela 1.4 - Determinação de actividade lipásica em placa. 
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b) Fluorescência 

Os ácidos gordos libertados formam um complexo com a sonda fluorescente 
e uma proteína. 

Tabela1.5 - Determinação da actividade lipásica por fluorescência. 

SUBSTRATO PRODUTO DA REACÇÃO MÉTODO ,,-(nm) 
Trioleína Ácidos gordos livres Formação de 350(ex) 

complexos 500 (em) 
Triglicéridos con- Análogos de ácidos Alteração da fluorescência 340(ex) 
tendo un anel gordos livres 400(em) 
pireno 

c) Tensão superficial 

Mediante análise das mudanças na tensão superficial de um sistema 
heterogéneo, formado na interface entre o substrato hidrofóbico e a fase hidrofílica 
formada pela água. Este efeito estuda-se através da técnica da monocapa numa 
balança de Langmuir. 

Tabela1.6 - Medição da actividade lipásica por variação da tensão superficial. 

SUBSTRATO PRODUTO DA MÉTODO 
REACÇÃO 

Dicaprina Ácidos gordos livres Medição do movimento de barreira 
Triglicéridos de cadeia Ácidos gordos livres Diminuição da tensão superficial 
longa 

d) Métodos espectrofotométricos 

Realizam-se a partir de uma série de reacções enzimáticas de transformação 
de algum dos produtos da reacção em substâncias coradas (Tabela 1.7). A alteração 
da carga negativa na interface água-Iípido utilizando um corante catiónico como a 
safranina (Rawyler et aI., 1989) , pode resultar num método eficiente e simples. 
Outros ensaios utilizam para-nitrofenilesteres (Stuer et aI., 1986) de ácidos gordos 
de cadeias mais ou menos longas. No entanto, não são tão especificos para lipases, 
pois também são hidrolizados por esterases. 
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Tabela1.7- Determinação da actividade lipásica por espectrofotometria. 

SUBSTRATO PRODUTO MÉTODO PRODUTO FINAL Â.(nm) 
REAcçÃO 

Triole ina Glicerol Conversão NAD+ 340 
enzimática 

Trioleina Ácidos gordos Carga Safranina 520 / 560 
livres negativa 

p-nitrofenil p-nitrofenol O produto final p-nitrolenolato 410 
ésteres corado 

e) Determinação titrimétrica (pH-stat) 

Como o pH é um factor importante em catálise enzimática, mantém-se 
constante através da adição contínua de uma solução diluida de NaOH. O volume 
adicionado monitoriza-se em função do tempo. Este método denomina-se pH-stat 
(Desnuelle et aI .. 1955). A velocidade da reacção é uma função da concentração de 
Iipase e de substrato da emulsão (Tabela 1.8). No capitulo Materíais e Métodos 
(secção 2.5.1), pode observar-se a constituição de um aparelho utilizado na 
determinação da actividade lipásica por este método. 

Tabela1.8 - Determinação titrimétrica da actividade lipásica . 

• Purificacão 
> 

O isolamento das lipases microbianas faz-se habitualmente a partir de 
precipitações do sobrenadante de cultura de microrganismos crescidos até á fase 
estacionária (Muderhwa et a/. , 1985; Rua et a/. , 1993; Sugihara et ai., 1990) . 

Os procedimentos de purificação baseiam-se de uma forma gera l em várias 
etapas com utilização de técnicas não específicas como a precipitação com sulfato 
de amónio, cromatografia de filtração sobre gel e cromatografia de troca iónica. 
Contudo estes procedimentos usuais são muitas vezes difíceis e morosos e com 
baixos rendimentos finais. Por isso, recentemente tem-se incrementado a utilização 
de técnicas cromatográficas por afinidade, sistemas de micelas invertidas, sistemas 
aquoSos de duas fases , técnicas de ultrafiltração por afinidade e técnicas de 
Imunopurificação (Taipa et aI., 1992). 
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o bioprocesso mais usual começa com a remoção das células do meio de 
cultura (filtração ou centrifugação). A solução livre de células é então concentrada 
por filtração seguida de precipitação com sulfato de amónio ou de extracção com 
solventes orgânicos. Esta etapa de concentração é habitualmente a primeira etapa 
do isolamento sendo a enzima bruta concentrada e ao mesmo tempo sem i­
purificada. Se os microrganismos crescem em meios com abundância de lípidos, 
normalmente a primeira etapa de isolamento consiste numa extracção ou numa 
precipitação com solventes orgânicos tais como etanol, acetona ou butano!. Após 
serem concentradas e parcialmente isoladas as lipases microbianas extracelulares 
são então altamente purificadas por uma combinação de vários métodos 
cromatográficos. Para purificar uma lipase microbiana até à homogeneidade com um 
rendimento global de 30% e factores de purificação de 320x, são necessárias 4 a 5 
etapas de purificação. 

Todos estes aspectos foram revisados num trabalho publicado por Taipa et alo 
(1992). 

1.1.4- Ocorrência biológica 

As Iipases estão amplamente distribuidas na natureza podendo encontrar-se 
em animais, como a lipase pancreática, as lipases da língua, do leite, do tecido 
adiposo, etc.; em plantas principalmente nas sementes oleosas (actuam sobre os 
corpos Iipídicos dos esferossomas); em bactérias fundamentalmente em espécies 
dos géneros Chromobacterium, Pseudomonas e Stapphy/ococcus ; em leveduras 
principalmente em espécies do género Candida e na espécie Yarrowia /ipo/ytica e 
em fungos especialmente em espécies dos géneros Aspergillus, Geotrichum , 
Rhizopus, Mucor e Penicillium. 

As Iipases microbianas são bastante diversificadas nas suas propriedades 
enzimáticas e especificidade para o substrato , o que aliado à sua fácil 
disponibilidade as torna muito atractivas para múltiplas aplícações industriais. 

Muitas das Iipases microbianas são extracelulares, sendo excretadas através 
da membrana externa para o meio de cultura. A optimização das condições de 
obtenção de lipases microbianas é muito importante uma vez que as condições de 
cultura influenciam as propriedades e quantidades do produto , bem como a razão 
entre a produção de lipases extracelulares e intracelulares. A quantidade de lipases 
produzida depende de vários factores ambientais tais como a temperatura de cultivo , 
pH, a composição em nitrogénio, as fontes de carbono e de lípidos, a concentração 
de sais inorgânicos e a disponibilidade de oxigénio. A produção destas lipases é 
habitualmente induzida pela presença de substratos lipídicos (Taipa et a/. , 1992). 

Algumas das lipases produzidas por leveduras, como as de Candida rugosa já 
têm importantes aplicações biotecnológicas, como se regista na secção seguinte , 
existindo importantes estudos de engenharia genética e estando muito bem 
caracterizados os genes que as codificam. 
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As razões para o enorme potencial biotecnológico das lipases microbianas 
devem-se às seguintes características: 

~ Fàceis de obter e purificar. 
~ São estáveis em solventes orgânicos. 
~ Não requerem cofactores. 
~ Possuem uma elevada especificidade pelo substrato. 
~ Exibem uma elevada enanteo-selectividade. 

1.1.5 - Aplicações biotecnológicas 

Devido às suas propriedades, já realçadas em páginas anteriores , as lipases 
são das enzimas mais largamente utilizadas na indústria em geral e na química 
orgânica em particular (Jaeger el.al., 1998). 

As recentes publicações sobre lipases disponíveis comercialmente, referem 
enzimas provenientes de 34 fontes distintas, sendo a maioria de origem microbiana. 
A Tabela 1.9 mostra as lipases microbianas que são mais largamente utilizadas em 
biotecnologia. 

Tabela 1,9 - Utilização biotecnológica de lipases, 

Organismo produtor Utilização Comercializado por 
Candida rugosa Síntese orgânica Amano , Biocatalysts, Boehringer 

Mannhein, Sigma 
Candida antaJ,tica A/B Síntese orgânica Boehringer Mannhein , Novo 

Nordisk 
Thermomyces Aditivo para Boehringer Mannhein, Novo 
lanllginosus detergentes Nordisk 
Rhiz omucol' miehei Alimentacão Novo Nordisk, Biocatalysts, Amano 
BUl'holderia gl1l1"nae Síntese orgânica Unilever 
BUl'lcho lderia cepacia Síntese orgânica Amano, Fluka, Boehringer 

Mannheim 
Pseudo111onas Aditivo para Genencor 
alcaligenes detergentes 
Pselldomonas Aditivo para Genencor 
mendocina detergentes 
Pseudomonas Síntese orgânica Biocatalysts 

jluorescens 
Pselldo111onas Síntese orgânica Merck 
aeruginosa 
Ch"omobactel"ium Síntese orgânica Asahi , Biocatalysts 
viscosum 
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Das várias aplicações biotecnológicas das lipases destacamos as seguintes: 

• Indústria alimentar 

Durante o armazenamento dos alimentos , principalmente dos cárneos, uma 
das maiores alterações ocorre na fracção lipídica por hidrólise dos triglicéridos , a qual 
é catalizada por lipases , provocando fenómenos de rancificação, que alteram as 
características organolépticas do alimento. Isto pode ser evitado controlando as 
reacções de esterificação ou permutando os grupos éster (Langrand et a/., 1990). 

Em muitos alimentos de uso diário o desenvolvimento de sabores depende da 
libertação de ácidos gordos voláteis , o que pode ser conseguido pela adição de 
lipases a estes produtos (Jachmanian et ai., 1996; Langrand et ai., 1990). 

Na Europa e no Japão está a fazer-se um grande esforço para a 
comercialização de lipases que catalizem rea cções de interesterificação e 
transesterificação de produtos alimentares. A companhia Unilever obteve uma série 
de patentes para a interesterificação de ácidos gordos e glicerol. Estes processos 
proporcionam a utilização da interesterificação de ácidos gordos adequada para a 
sua utilização em emulsões , e derivados lipídicos como manteiga, cremes artificiais e 
gelados (Benjamin e Pandey, 1998; Jaeger et ai., 1994) . 

A posi ção , composição da cadeia e grau de insaturação influenciam 
grandemente, não só as propriedades físicas , mas também o valor nutricional e 
sensorial de um dado triglicérido . Por exemplo, a manteiga de cacau tem um ponto 
de fusão de aproximadamente 37°C, conduzindo a que a sua fusão na boca resulte 
na percepção de uma sensação de arrefecimento. Como se pode observar na Figura 
1.9, utilizando uma lipase imobilizada de Mucor miehei substitui-se , por trans­
esterificação, o ácido palmítico pelo ácido esteárico , resultando um triglicérido com a 
desejada sequência esteárico-oleico-esteárico: 

r HZOCO.pa l 

r HOCO.Ole + Sre.C0 2 H 

C H20CO.Pal Acido 

13-Dipalmitil-2-
olei! glicerol 

esteárico 

r H20CO.Pal 

r HOCO.Ole 

C H20CO.Pal 
(O.19 partes) 

LII'ASE r H OCO I' I de 2 . a 
;Hllcor michei 

- - - - ........ Pal.C02H + r l-l OCO.Ole 

Ac ido C H20CO.Ste 
pa I m ítico (0.47 partes) 

r H20CO.Ste 

r H OCO.Ole 

C H20 CO.S te 
(0.34 partes) 

Figura 1.9- Reacção de trans-esterificação 
manteiga de cacau. 

na obtenção de sucedâneos de 
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A produção de determinados ésteres com ácidos gordos de cadeias curtas é 
importante para a sua utilização na indústria dos gelados (Langrand et ai., 1990; 
Takhata et ai., 1993) . 

• Indústria farmacêutica 

A maioria dos fármacos com maior valor terapeutico são obtidos a partir de 
diversos processos quimicos que dão lugar a uma mistura de dois estereoisómeros e 
em geral um deles possui efeitos secundários residindo no outro a acção 
farmacológica (Roberts et ai., 1995; Wolnak et a/., 1990). A separação através de 
processos convencionais nem sempre é possivel. 

Uma vez que nas formulações farmacêuticas se deve obter a máxima acção 
farmacêutica com efeitos secundários minimos, a enantioselectividade tem neste 
caso um grande interesse pois a catálise preferencial da reacção de um dos 
estereoisómeros facilita a separação de ambos pela alteração das propriedades 
fisico-quimicas do produto da reacção (González, 1997). Um exemplo claro deste 
interesse é a separação de L-aminoácidos de misturas recémicas de aminoácidos 
por biocatálise enzimática utilizando acilases de Aspergillus oryzae (Roberts et ai., 
1995). Outro exemplo interessante é a obtenção de anti-inflamatórios homoquirais a 
partir das suas misturas racémicas. Assim , Palomer et ai. (1993) publicaram a 
obtenção de (S)-cetoprofeno mediante a reacção enzimática catalizada pela lipase 
de Mucor miehei esquematizada na Figura 1.3. 

o CH, 

COOCH,CF, Lipase 

Racémico (rac) 

o H ,eH, , , 
COOCH,CF, 

COOC,H. 

Figura 1.1 0 - Obtenção de (S)-cetoprofeno butil ester mediante a hidrólise enzimática. 

As lipases mais utilizadas na obtenção de fármacos são as de Candida 
rugosa. Elas são capazes de catalizar as reacções de síntese necessárias para a 
prOdução de numerosos fármacos como se pode observar na Tabela 1.10. As lipases 
desta levedura produzem compostos não esteróides anti-inflamatórios , compostos 
Com potencialidades anti-víricas e a síntese enantioespecífica de alcalóides, álcoois 
secundários, antibióticos , inibidores bioquímicos e precursores de vários fármacos. 
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Tabela1.10 - Fármacos obtidos mediante reacções catalizadas por lipases. 

REACTIVO PRODUTO REACÇÃO REFERÊNCIA 
Ác idos gordos +álcool $-Iburoprofeno Esteri ficação Gotto eT ai., 1996 
Ésteres de cloroacetato Trifluorofenantril eranol Alcoólise Kato eT ai., 1996 
Aceloxi e fe nilbenzoato Análogo da as piri na Hidróli se Cil'ic iani et 01., 1996 
Androstane aceti lado Androstano Hidró lise Baldessari eT 01 .. 1996 
Acidas gordos poli -i nsaturados Prostaglandina Hidróli se Wi lle, 1996 
(R,$)-c1 oroeti Icetoprofeno $ -ce toprofeno Hidrólise Lalonde,I995 
Epóxido e 2 propil-amina Propanolamina Esteri ficação Kamal e Rao.1994 
Rac-trifluoroeti l-celoprofeno $-celop rofeno buli I ester Alcoólise Palomer eT aI.. ( 1993) 

• Produção de pesticidas 

As lipases são industrialmente utilizadas também na resolução de pesticidas 
racémicos mediante reacções de acetilação e de hidrólise. Assim , por exemplo, as 
lipases de Candida rugosa catalizam a reacção de 2-(4-isoprolaxifenil)propiónico , um 
intermediário na síntese de um acaricida quiral (Bosetti , el ai., 1994) através de uma 
reacção de hidrólise. Na emulsão do substrato oleoso , mais de 95% é um 
enantiómero S. O enantiómero S, assim obtido, possui uma forte actividade ovicida 
contra Tretranychus urticae. 

Um análogo de hormonas juvenis útil como insecticida, foi obtido com 
elevado grau de pureza por hidrólise dos respectivos cis e trans-2-(4metoxibenzil)-1-
cicloexilacetato (Zarevaika e l ai., 1993) . De forma semelhante podem-se obter 
compostos opticamente activos com função insecticida e fungicida . 

• Utilização como bio-sensores 

Existem numerosos artigos sobre a utilização de lipases na determinação de 
triglicéridos em gorduras e óleos alimentares ( Haalck el ai., 1991 ; Rakhimov, 1986). 
Um dos métodos usados baseia-se na oxidação do glicerol (liberto pela acção das 
lipases) pela glicerol-desidrogenase. O NAoH formado na reacção pode medi r-se 
através de técnicas espectrofotométricas (Schoemaker el ai., 1994). 

Outros importantes usos analíticos destas enzimas consistem na 
determinação de lípidos na indústria alimentar, de bebidas, em análises de poluição e 
em clínica , especialmente em pacientes com problemas cardiovasculares (Yissum, 
1991 ; Mitsubishi , 1990). 

18 



ntro uçao 

• Outras aplicações 

As lipases também podem ser utilizadas como aditivos em detergentes; na 
produção de aromas para a indústria de cosmética e perfumaria (Miyamoto, 
et.al.,1995 ; Osaka, 1995); na indústria de papel para eliminar determinados 
compostos hidrofóbicos como triglicéridos e ceras, presentes na polpa de que se 
obtém o papel (Farell el aI. , 1997) e em biorremediação para eliminar várias 
substâncias aquando dos derrames de óleos . 

No futuro, uma área de aplicação importante será o aumento do uso de 
lipases como biocatalisadores na preparação de compostos quirais na forma 
enantiomérica pura. 

Nos últimos anos têm-se desenvolvido intensos programas para obter 
biocatalisadores termostáveis que possam funcionar durante muitas horas sem 
perda substancial de actividade (Christensen e Donelyan, 1990). Para se poderem 
utilizar lipases com os requisitos destes biocatalizadores elas deveriam poder 
suportar temperaturas até 60°C, pH 7-11 e serem capazes de funcionar na 
presença de determinados produtos sem perda de actividade. Os avanços em 
engenharia genética e na tecnologia do ADN recombinado poderâo ajudar a produzir 
enzimas com elevada estabilidade (Kottwitz el ai. , 1994) com boas consequências 
especialmente em termos económicos e ecológicos. 

• Lipases imobilizadas 

Conjuntamente com a importância de estudar novas lipases capazes de 
catalizar reacções de interesse indústrial, tais como a modificação de óleos e 
gorduras (Malcata el ai. , 1990) , reacções de sintese química em solventes orgânicos 
(Chen el ai., 1989; Parida el ai., 1991) resolução de misturas racémicas (Chen, 1993) 
etc., têm-se realizado muitos esforços no sentido de encontrar bons suportes para a 
imobilização das lipases (Malcata el ai., 1992; Otero el ai., 1988; Stark el ai., 1989; 
Shaw el ai., 1990) . As vantagens das lipases imobilizadas incluem a sua 
reutilização, a fácil separaçâo dos produtos, o incremento da estabilidade da enzima 
o aumento da enanteo-selectividade, etc. (Malcata el ai. , 1990; Malcata el ai. , 1 992; 
Moreno el ai., 1993; Pilone el aI., 1993; Sánchez el ai., 1996). 

Os trabalhos publicados sobre diferentes procedimentos de imobilização de 
lipases (atrapamento , microencapsulaçâo, entrecruzamento, adsorçâo, uniâo 
covalente, modificação quimica etc., foram recentemente revisados pelo grupo de 
Malcata (Balcão el ai., 1996) num trabalho que reune as principais características 
das lipases imobilizadas até essa data. Com base nessa publicação construiu-se a 
tabela 1 .11 . 
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Tabela1.11 - Principais características de alguns biorreactores que utilizam lipases 
imobilizadas (Balcão el al. ,1 996). 

Reacção Substrato(s) Origem da Iipase Método de 
imobilização 

Hidrólise i Azeite : Candida rugosa ! Ligação 
! covalente 

•• 0 •••••••••• M ..... _ • • _ • ••••• .;... _ ......... ...... ......... ....... . A i~oóliselEtano ' ~-s~; ~;ii~;fdo 
i~id;:óii~~II3.E'T ..................... . __ :ç:~'.'(I!...<!C/J:'.'.f2.C/'.C.l .. ~ .. E~':..':':~.'~~.Pc:~~.!'~c: ... JJ>re~.ip.it~l~ .. ~c: 

i;; I~ I:este;:Ú:i ca- l l -es teari l I ,2-linolei l, 3-
ção l oleilglicerol 

......... 1.... 
AI~oóiis~ . Tribulirina e benzil-alcohol 

lÇ(lll(Ii(~C/'.:~lfi()~(I _ ......J :'29. ~C:'t:~ ~':l .... 
: Mucor miehei, Calldida deformans Permuta iónica 
! Rlzizopus arrhizus e adsorção 

!"Candida rugosa, y;;;:;:;·;~id··úp()lytica , "1 Precipitação 
l PseLldon!onasflLlorescens. ~ 
, Pellicilliwll cvclopiwn, 
! Penicillium. roquefortii, 
: pâncreas porcino, 
' Hwnico/a lanuginosa, /vIucor 
)avanicllS, Rhizopus delemar, Mucor 
iJavonicus, RihizopllS niveus, 

.... l.fl.:~p.i!D{.!H~Is.. l'.igeE _ .... __ ' 
Síntese de·······jAcido olei~·o ··~··~lono- ed i'~ . Semente de colza ..... ! Prec'ipitação e 

ésteres : oleilglicero l . ................... !. ! ac1sorção 
Acidó l i~~- - l A.i~Ú~~j;~ i (ios o~ta;;óico, ,/vj;I~;;:I;;i~i,ei ............. · · ······· · · · ····rp,:~~;pi ;~çrrO" ~----

! decanóico e laúrico ........... L. j adsorcão 
_t!!~_L6.ji~~ .. __ I~~ii.,:~~je ··t;i~~·iigji~~J:9.I~ s... ; M;;~·;;:·;;;i~i; e i ... ................ ·········· ..• ····•····· ... ···.··•····· .•..•••• .• ·i·.A~is~ ;'ç~':l ..... . 
Acidólise i 01eo de so ja e áci c10s ! Mucor miehei e pâncreas porc ino j Ac1sorção 

T ran s~st~;i:lô~::~i;;;'aPd~~;I~~~~I ~ i~9. _ ; A;p~;:g;ii;-;~ ;li g e r, M;;~.;;7.;;;i~j;~c b:d:50;:çiio 
ficacão .... ...... JÇ(111~li(I~II:I I Ií.(!S.('. .... ......... . ... J _. 
-Ã~-i~iól;;~l ... A.zeite~ ·ác i cios·;;~~t il- Rhizoplls ch inensis i Atrapamento 

! ! esteárico, esteárico e 
! palmítico ' 

S-[;it~'~~d~--" ·--l·Ã ~idc;-oi~i~o~oi~Úal~o'OJ; "'r IV!;;;:;-;:; Ili~i;'~T""" " 
ésteres ! ácido octanóico e octanol; 

Tr~ ,~s~s ;~;:;: '" ····1··6\~c1~J:iX~sli;;;i~;;p;~;=nfI. ···· ·icd;;;ú~id··a~j;;:;)lans, 
ficação i estearato ! Rhizopus arrhiZlls, 

.... ..j .......................... . 

Adsorção 

.... ..... !. . ............. _ ...... .. 
1 Adsorção , 

1 . 

~~\~~1~~~~,~:o, ::;dO~:~:;;:;;~: _--=-:~;'" 
ésteres ! her.tanóico 

: 
....... .. ......... !.. ..... . 

Sínt~s~-d~lG~;:a;~;oi eá~ido laurico , j j;;;nicola lanuginosa 

~~~:'~~~M ._ .. __ .. _ ... _ .. 1.. ................. _ ...... _ ... __ ............. ........... _ ... _ .. 1. ... ................ __ ............ ... . 

......... ...................... .1............ . ............. ~ 
! Ac1sorção 
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Tabela 1.11 - Continuação da tabela da página anterior. 

Hi d;:óii ~e , A~~;;~~água ···· ·····················Tf.IllmieolcIÚII;;;ginosa .................. .... ..' Ad~õ;Ção . 

. !, _ -~~ ___ J :~:::~~:::'"'" 
il;l~~e;;i~·;:ifi ca- i Oleos vegetais (côco, ' Mucor miehei Adsorção 

S~.? __ .Jl;,I~~l~!. ... ~.t<::.L.... ........................ L _ .............. ... 1 .. 
H i eI ró!isej91~()51~ ~Cljil ~ ~g_ll,\ 'C;:/:!'. I!/J..;:(i_ ' .1\<:15.0 r9 Uo 

·j.\~'i'dó li se ; Oleo de canola e ácido ...... ·: Páncreas porc ino , Adsorção 
! lamico i 

i;; i~ l e~i~~;fi ~~: 16ieõd~~;I;ol ;; ~ i; :i i;;;;;i ~;; ·· Pánc reas põ;:~·;;;o- . Ãdsorção 

~j~; ó I i sei A~;ig i i ~e;:õ i '~ 2;gu ~ .. "ie ;t~ j; ;i';~~ no ........................................ · · · .l.· .p.·.· .·.·l_··e.· .c.· .·.· .;.·.'~._i .... t.·_a_c.· .. ·.·.ã.·.·.·.o.·.·.·.·.·.·.· ....... .. · 

H i d ró I i seI~i~~~ ~~~i.~i~: : ............ :: .. :" :S~;·;;g-;~\:q: : =~ ~. ~~:~:··· .. . ............. I ... ~.re.<::. I~.i.t,\Ç.~Cl. 
Síntese ele ' Butanol ou etanol e ácido C. rugosa, AspergiUlls niger, i Precipitação e 
éSleres butírico i pâncreas porc ino, M ucor miehei i aelsorção 

Il~t~;.~~ie l:; fi~-;;: E[ i i D:gi~;~õpi;:;-\;;Ó~ idõe ......... , tVi; ; ~;;:;I-u-·ej;~i, C;;;a;;i~; al/taretica, 

ção ác idos gordos C,-C" : HWI/ icola sp .. C. rugosa, 

lnleresteri fica- Oleo de castor 
ção 

...... L.f~.'é '.'. ~t.() '.'I ()I',,:' .. :~P.: .. .. 
! Ch romobllclerium ViSCOSU/ll 
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1.2- EXPRESSÃO DE PROTEíNAS HETERÓLOGAS 
EM LEVEDURAS 

Nos últimos anos , tem-se registado um grande incremento na produção de 
proteínas por engenharia genética. Das inúmeras vantagens deste processo, 
destacamos as seguintes: 

~Melhores índices de produção, a baixos custos; 
~Obtenção de proteínas (enzimas) de interesse por melhoria de: 

-estabilidade (termoestabilidade , pH , resistência à desactivação 
oxidativa, etc.) ; 
- actividade (aumento da velocidade da reacção, aumento da afinidade 
pelo substrato, alteração da especificidade, resistência à inibição pelo 
substrato e/ou produto). 

Os sistemas mais desenvolvidos para a expressão de proteínas utilizam E. 
co/i como hospedeiro. Este microrganismo apresenta alguns problemas tais como 
degradação proteolítica, possíveis contaminações com endotoxinas e a necessidade 
de ruptura celular para recuperar as proteínas, para além de as proteínas assim 
expressadas se acumularem em agregados insolúveis denominados corpos de 
inclusão. Alternativamente tem-se utilizado Bacillus subti/is, que também secreta 
proteínas e apresenta menos problemas de toxicidade. No entanto , os 
transformantes são instàveis e é incapaz de realizar modificações pós-traduccionais 
como a glicosilação. 

Devido a estas dificuldades, têm-se procurado novos organismos , 
especialmente leveduras, que apresentam as seguintes vantagens: 

~São organismos seguros para a produção de proteínas de utilização humana; 
~Consegue-se, à escala industrial, uma produção de proteínas a partir de 

substratos económicos; 
~ Podem realizar modificações pós-traduccionais nas proteinas (glicosilação, 

formação de pontes bissulfuradas, maturação proteolítica, etc.) ; 
=;.Rápido crescimento e fácil manipulação genética; 
=;.Existe uma ampla gama de sistemas de expressão de ADN heterólogo (variedade 

de estirpes, vectores , etc.), o qual permite aumentar a capacidade de 
determinados promotores , incrementar a estabilidade dos vectores de expressão 
etc .. 

Apesar de tudo, a expressão génica é um processo muito complexo, de forma 
que podem aparece problemas em vários pontos, desde a transcrição até à 
estabilidade da proteína secretada. 
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1.2.1 - Secreção de proteínas 

Um dos principais objectivos na produção de proteinas é a sua secreção, não 
só porque a purificação é mais fácil, como se evita a possível instabilidade e 
toxicidade das proteínas no interior da célula. 

A produção de proteínas é dirigida por uma sequência de sinal N-terminal 
implicada na deslocação dos polipéptidos através da membrana do retículo 
endoplasmático. Posteriormente o sinal peptídico é eliminado pela peptidase sinal. 
No lúmen do retículo endoplasmático, as proteínas são glicosiladas e transportadas 
em vesículas ao complexo de Golgi, onde sofrem modificações das estruturas 
glicosídicas. Finalmente as proteínas introduzem-se em vesículas de secreção que 
se dirigem á superfície celular. Neste processo, os determinantes mais importantes 
são: 

• Sequência de sinal 
Constituída por um extremo N-terminal carregado , um núcleo central 

hidrofóbico e uma sequência consenso para a eliminação do sinal peptídico (Ng et 
ai., 1996). Muitos péptidos sinal contêm aminoácidos básicos antes do núcleo 
hidrofóbico e, por vezes aparecem aminoácidos neutros e pequenos, próximo do 
sitio de corte da peptidase sinal , dando origem a uma estrutura em a-hélice. Umas 
vezes, utilizam-se sequências sinal da proteina que se vai secretar outras vezes 
sequências da própria levedura (Zheng et ai., 1996). Contudo, tem-se demonstrado, 
em muitos casos, não ser necessária a presença do péptido sinal para a secreção 
da proteina (Akatsuka et aI, 1994; Blachly-Dyson et ai., 1987) . Neste caso , a 
proteina madura deve conter outros motivos que sejam reconhecidos pela 
maquinaria de secreção (Duong et ai., 1994; Micanovic et ai, 1990). Nas leveduras, 
as três sequências sinal mais utilizadas na expressão heteróloga são os genes que 
codificam para a fosfatase ácida reprimível (PH05) (Fermifíán, 1996) , a invertase 
(SUC2) (Roca et ai., 1996) e o factor a (Mfcx1) (Kolling et ai. , 1993) . 

• Glicosilação 
Muitas proteínas são glicosiladas uma vez sintetizadas. A porção glicosídica 

parece estar envolvida em diversos processos como o reconhecimento de células, a 
interacção de hormonas com os seus receptores, interacções microrganismo­
hospedeiro, solubilidade e estabilidade (Rademacher et aI, 1988). Apesar de muitas 
glicoproteínas expressas em leveduras serem activas , (Elliotl et ai, 1989; Innis et ai, 
1985), nalguns casos tem-se observado uma hiperglicosilação que pode originar 
problemas (Schultz et ai, 1987) . 
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• Enrolamento e transporte 
Tal como a glicosilação, o enrolamento proteico é uma modificação pós­

traduccional que ocorre no retículo endoplasmático. Podem aparecer problemas 
neste processo de se acumularem no retículo endoplasmático proteínas 
incorrectamente enroladas ou saturação de outras proteínas "acessórias" 
(Freedman, 1989; Fukui et aI., 1987) que contribuíram para o processo. O correcto 
enrolamento proteico é um factor mais importante se as proteínas são multiméricas 
Horwitz et aI., 1988) . Por outro lado, a presença de parede celular comp lica o 
processo de secreção nas levedura, a permeabilidade é um factor limitante, sendo 
mais facilmente secretadas as proteínas mais pequenas. Além do tamanho , 
propríedades como o grau de glicosilação ou a carga da proteína são as 
caracteristicas que mais influenciam a passagem através da parede celular. 

• Processamento proteolítico 
Por vezes podem aparecer processamentos aberrantes, consequência da 

acção de proteases distintas da peptidase sinal. Nas leveduras, a peptidase sinal é 
um polipéptido formado pelo produto do gene SEC11 e uma glicoproteína (YaDeau 
et aI., 1991). Este primeiro processamento proteolítico pode estar saturado dando 
origem a acumulações das formas percursoras das proteínas (Haguenauer-Tsapis et 
aI., 1982). A presença de outras proteases inespecíficas diminui os níveis da 
proteína secretada. 

Nas Tabelas 1.1 2 e 1.13, representam-se exemplos de produção de proteínas 
heterólogas em que se utilizam distintos promotores para induzir a sua síntese com 
diferentes sequências sinal para favorecer a secreção da proteína , em 
Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces la c/is respectivamente. 

Tabela 1.12 - Produção de proteínas heterólogas em S.cerevisiae (Fleer, 1992). 

Proteína Vector Promotor Sequência mg/L mg/L 
de sinal (matraz) (Fermentador) 

GRF humano 2~ MFa ! MFa 

.....•• ~po.ªii~;;~.a.Ó?· ...'~:}Ú~-:~:-:l!ij95 ... ·.l-..... -.... =~E.0. -. :~=-~º!~iL_ 
tf- ~;:~::;: ·!i~i%ftd· ! A~Ej-~"i~ . ~6~i'L. 

. .. ....................... ......... ......... . ...................... o ••• ••••• 1 ..... ..... ....... : .. ............... . !. ... .. ........................... . .......................................... ,~ 
PTfIl!~ll!lana .. ;..... . 2~ ., M f~ . ...~.I"~)ºQI:n..!L.,.. . 

30 mI! 
............. '><:.. 

. §t::I:O'~II~~.ITlil1.'.l.}l!:1_I!.I.ll l!,~. L_. ~1;1 .... L.º.iye.':~().s ..... ; .. ... p..i.~~~~ ().s ........ l ... ~Q.: .. I.?º .. l!lg ... : ...................... . 
Amilase murina ' 2~ : GAL7 ._.: ._ .... L .... .?Q .. EI1Z' ...... !. ??º.I!lg" 

....A;iii~?~i;iJ~~r.~·····I •• =:~~_·:~:.(j~Qº·.:..... MF ri ...... ~?Ql!lg ~_._._ .. m_._ 
Toxina C tétanos 2~ GAUADH : 90 mg* > I g* 

'Quantidade de produto acumulada no interior da célula. 
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Tabela 1.13 - Produção de proteínas heterólogas em K./actis. 

IL-l humana pKDI PHOSIPG Killer 
K ......................... ...................... .. ....... ..................... 

.. .. Seroalbúmina 

humana 

Proq uimios ina 
bovina 

~-galactosidase 

pKDI 

Integrati vo i 

KEp6 

Hormona tGH~""i'" Kep6 

II 

LAC41PGK Nativo 

LAC4 
...... , ........................................ ! .... . 

MFa. 

KIPHOS K1PH05 

K1PH05 i K1PH05 

80 

400 

100 
(V/mg 

cél 

ex-amilase ex-amilase ex -amilase 30 (VIL) 

Renina de Integrativo ! LAC4 Factor ex de 20 
Mucor S. c. 

"'" ........... " 
Lisozima Integrativo GAU de Toxina killer 2.45 
humana K.1. K.1. 

'Quantidade de produto acumulada no interior da célula. 

ntro ução 

3000 (Fleer, 199 1) 

.. ......................... ... .. ~ 

gran13 

................ 

I (~an den Berg I 
, el ai .. I 

1996) 

(Fermiíiún. 
I 

(So'asser er 
aI. , 1989) 

(Ferbeyre e/ i 
al.,199 1 

.. ( Ross~ iiI;i ~;'1 
: aI., 1992) 

1.2.2 - Fisiologia da expressão intracelular 
o metabolismo celular é afectado pelo alto nível de expressão de um gene 

heterólogo, reduzindo a capacidade de crescimento. Alguns genes apresentam uma 
toxicidade directa. Nos sistemas de expressão constitutiva onde o crescimento e a 
expressão estão unidos produz-se uma forte selecção a favor das célu las com uma 
expressão genética reduzida. Por isso é preferível utilizar promotores regulados , 
porque se podem separar as fases de crescimento e expressão génica (Henkin , 
1996). A toxicidade evidencia-se na dificuldade de obter transformantes , quando se 
utilizam vectores de expressão constitutivos ou pela diminuição da velocidade de 
crescimento. A simples existência de plasmídeos com alto número de cópias, já é 
suficiente para a diminuição do crescimento. 

Dos factores que afectam a expressão intracelu lar de genes heterólogos 
destacamos: 
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• A nível transcripcional 

Em Saccharomyce cerevísíae, a expressão genética está regulada por uma 
série de sequências de activação nas regiões promotoras dos genes. A sua 
ausência faz com que o nível de expressão de proteínas heterólogas não seja 
máxima (Zaman et a /. , 1992). Estas sequências não são requeridas em leveduras 
"não convencionais" . 

Tabela1.14 -Promotores utilizados em S.cerevísíae para a expressão de genes heterólogos. 

o . ......... ..... í 

PCK/ARd reccpror ++++ > x 300 :[P~;; ~;s ~i ai., 199 1] 

, A proporção de indução depende do "chivato" utilizado, 5% de bARNm em cópia única. c 1 % de 
ARNm em cópia única, mas muito limitado em multicópia. Incrementa-se pela sub-expressão de 
GAL4. d Incrementa-se pe la sub-expressão de ADR 1' 'E lemento de resposta a glucocorticoides. ' 
Elemento de resposta a andrógenos. 

A estabilidade ou vida média dos ARN mensageiros (Brown, 1989) depende 
da presença ou não de elementos desestabilizantes (Brown et ai. , 1988). Quando se 
prevê certa instabilidade no ARN , devem utilizar-se promotores mais fortes, ou com 
uma cinética de inducção mais rápida . Também se pode corrigir sintetizando 
algumas regiões do gene em que se substitui a utilização de cod ões ou eliminando 
alguns elementos não codificantes da região 3' do gene (Demolder et ai., 1992). 

• A nível traduccional 
A informação para o correcto enrolamento das proteínas, e portanto , para o 

esbelecimento da sua conformação funcional activa encontra-se na estrutura 
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primária do polipéptido (Gething et ai., 1992). É possivel que velocidades de sintese 
elevadas ou temperaturas inusuais ao enrolamento sejam factores limitantes na 
expressão heteróloga (Kiefhaber et aI., 1991; Schein et ai., 1988). 

• Outros factores 

A via de secreção das proteínas em cada organismo pode ser um factor 
limitante na expressão heteróloga de certas proteínas. Têm-se desenvolvido 
diversas estratégias para a obtenção de estirpes mutantes hipersecretoras (Cha et 
aI., 1996; Jacobs et ai., 1995), que tenham desregulada a maquinaria celular de 
secreção. 

1.3- A LEVEDURA Yarrowia lipo/ytica 

1.3.1 - Características biológicas 

Yarrowia lipolytica é uma levedura dimórfica, que foi isolada pela primeira vez 
em 1945 pelo Northern Regional Research Laboratory (USA). Pertence ao grupo dos 
ascomicetes, tendo sido inicialmente classificada como Candida lipolytica 
(Wickerham, 1951). Mais tarde , quando se descobriu a sua fase sexual , todas as 
estirpes desta levedura com capacidade de esporulação foram incluídas no género 
Endomycopsis (Wickerham et ai., 1970). Em 1972 classificou-se por motivos 
morfológicos como Saccharomycopsis lipolytica. Finalmente em 1980, Van der Walt 
e Von Arx reclassificaram-na pelas suas característias , no novo género Yarrowia , 
definindo Y. lipolytica como a espécie tipo deste género. A sua denominação faz 
referência à sua preferência para crescer em substratos ricos em lípidos. 

o crecimento dimórfico aliado ao facto de não ser um organismo patogénico 
fazem com que esta levedura seja muito adequada para o estudo do dimorfismo, um 
processo básico da diferenciação celular (Van der Walt e Von Arx, 1980; Barnelt et 
ai., 1990; Torres Guzman et ai., 1994). 

Forma, em meio sólido, colónias brancas ou de cor creme, de aspecto rugoso, 
que incluem células leveduriformes e micélio verdadeiro formado por hifas septadas 
(Wickerham , 1951). Na figura 1.11 podem observar-se estes aspectos , numa 
fotografia de microscopia óptica obtida em laboratório. 
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Figura 1.11 - Fotografia de microscopia óptica mostrando células e micélio de Yarrowia 
lipo/ytica 

Yarrowia /ipo/yUca apresenta fases haplóide e diplóide estáveis , que alternam 
por processos de conjugação ou de meiose. A conjugação é heterotálica e tem lugar 
pela união de dois tipos sexuais diferentes determinados pelos alelos MATA e MA TB 
(Wickerham et a/., 1970). 

1.3.2 - Manipulação genética 

• Métodos clássicos 
Os estudos de genética clássica são difíceis com a maiOria das estirpes 

devido á baixa frequência de esporulação e de viabilidade dos esporos . Apesar 
disso, mediante vá rios programas de melhoria genética tem-se seleccionado 
algumas estirpes com maior produção de ascas com quatro esporos viáveis, 
(Ogrydziak et a/., 1978) , tendo-se desenvolvido também condições óptimas de 
conjugação e esporulação. A selecção dos diploides realiza-se por complementação 
de auxotrofias e a disseção das ascas é laboriosa devido á forma e ao pequeno 
tamanho dos esporos (Ogrydziak et a/., 1978) . 

• J\tIarcadores 
Os marcadores genéticos mais utilizados na manipulação deste organismo 

são os genes LEU2 e URA3. Este último, permite, também a selecção negativa com 
5-fluororótico, apesar de ocasionalmente se utilizarem L YS5, L YS1, H/S1 e ADE1. 
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Existem também estirpes mutadas com auxotrofias para triptofano e metionina, entre 
outros. 

• Sistemas de transformação 
Os sistemas de transformação mais eficientes nesta levedura baseiam-se na 

incubação com acetato de lítio e em técnicas de electroporação. A transformação 
chega a ser bastante eficiente nalgumas estirpes (104 transformantes/flg ADN), 
apesar de noutras resultar mais dificil a transformação . 

• VectOl-es integrativos e autónomos 
A integração nesta levedura ocorre maioritariamente por recombinação 

homóloga , o que permite a interrupção dirigida de genes mediante "cassetes" 
contendo as sequências flanqueantes do gene diana, por duplo sobrecruzamento, 
ou mediante técnicas de "pop out" (Boeke, 1987) por sobrecruzamento simples. 

Têm-se desenvolvido vectores de expressão tanto integrativos com 
replicativos para esta espécie. Os vectores integrativos mais utilizados são 
baseados no plasmídeo piNA 62, que possui o marcador LEU2 de Y. /ipo/y!ica e 
sequências derivadas do plasmídeo pBR322 e um sítio No! I único para a 
integração no genoma. 

Os vectores replicativos , como plNA240 e piNA 444, possuem além disso 
sequências de replicação autónomas da própria Y. /ipo/ytica: ARS 18 e ARS68 
(Fournier et ai. , 1991). Existem genotecas de ambos os tipos com estes plasmídeos. 
Os vectores autónomos mencionados mantêm-se nas células em baixo número de 
cópias (1-3) e são muito estáveis (perdem-se com uma percentagem de 0.5-5% em 
cada geração como máximo). 

1.3.3 - Expressão de proteínas heterólogas em Y./ipo/ytica 

A levedura que tradicionalmente se tem utilizado a nível industrial para 
produzir proteínas heterólogas, pelo grande conhecimento genético que se tem, tem 
sido a S.cerevisiae. No entanto , a produção com este hospedeiro está muito 
restringida, por diversos motivos , como por exemplo a secreção e produtividades 
ineficientes e a hiperglicosilação. 

Para se poderem desenvolver modelos alternativos torna-se necessário 
definir sistemas de transformação e métodos de selecção de transformantes 
noutras leveduras. De todas as que tem sido investigadas as que são mais 
eficientes a nível industrial descrevem-se de forma comparativa com S.cerevisiae na 
Tabela 1.15, apresentando-se na Tabela 1.16 os promotores para a expressão 
heteróloga dessas leveduras. 
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Tabela 1.15 - Leveduras utilizadas na expressão de genes heterólogos. 

S. cerevisiae K.lactis Y.lipolytica P.pastoris H. polymorpha 
Produção de enzimas + + + - -

industriais 
Status GRAS + + - - -

Fermentação a alta +/- + + + + 
de nsidade celular 

Controlo de explosão do - - - + + 
fermentador 

Nível de secreção - + + + + 
Hiperglicosilação + +/- +/- - -

Fácil manipul ação + +/- + - -
genéti ca 

Vec tores estáveis + + +/- - -

Tabela 1.16 - Promotores para a expressão heteróloga de leveduras. 

LEVADURA PROMOTOR REFERÊNCIA 
ADH2 Romanos et ai., 1992 
CUP] Romanos el aI. , 1992 
GALl Romanos el ai., 1992 
GALlO Wesolowski-Louvel el ai , 1996 

Saccharomyces CAP Romanos et a i , 1992 
cerevisiae PGK Romanos el al. , 1992 

PH05 Romanos el ai. , 1992 
Mjá Wesolowski-Louvel el ai., 1996 

LAC4 Wesolowski -Louvel ec ai. , 1996 
Kluyveromyces PH05 Fermifián e Domínguez., 1998 
lactis PH03 Domínguez el aI., (em elaboração) 

MAL22 Domínguez el ai., (em elaboração) 
XPR2 Barth e Gaillardin, 1996 

Yarrowia JlrITPIIIl Domínguez et aI., (em elaboração) 
lipoly tica TEF Muller el ai., 1998 

RPS7 Muller ec al. , 1998 
Pichia pastoris AOXI Sreekrishna et aL., 1997 

CAP Waterthan et ai., 1997 
Hallsellula MOX Gellisen e Hollemberg, 1997 
polYlllorpha FMD Gell isen et ai., 1991 
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Introdução 

Fizeram-se vanos estudos comparativos analizando a capacidade destas 
leveduras como hospedeiros para preferênciar a produção de proteínas heterólogas, 
utilizando como indicadores mais significativos: a frequência de transformação, 
possiveis problemas de glicosilação, estabilidade dos plasmideos e crescimento. 
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Figura 1.12 - Análise comparativa da capacidade de cinco leveduras para serem 
utilizadas na expressão de proteínas heterólogas. Como proteínas indicadoras utilizaram­
se: CEL l=celulase I de A. aculeatus, Cei lI=celulase II de H. insolens, GAL I=galacturonase 
de A. aculeatus, XIL 1= silanase I de H. insolens, PG I=poligalacturonase I de A. aculeatus y 
LlP 1=lipase I de T. lanuginosus. Actividades relativas a volume (gráfico superior) ou a 
densidade óptica (gráfico inferior) ( Muller et al.,199B). 
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Para a realização destes estudos comparativos utilizaram-se diversos genes 
indicadores. Assim, por exemplo, Muller et ai. (1998) utilizaram como proteínas 
indicadoras: a celulase I de Aspergillus aculeatlls, a celulase II de HlImicola 
insolens , a galacturonase de A.acllleatus, a silanase I de H.insolens , a 
poligalacturonase I de A. aCllleatus e a lipase I de Thermomyces lanuginosus. todas 
as construções genéticas foram realizadas com plasmídeos replicativos colocando 
os genes com os seguintes promotores: para S. cerevisiae o promotor GAL 1, para K. 
lactis LAC4, para H. Polymorpha MOX, para Y. lipolytica XPR2 e para S. pombe o 
promotor ADH. 

Analizando a Figura 1.12 pode-se observar em todos os casos que os valores 
de produção obtidos com Y. lipolytica são em todos os casos superiores aos de S. 
cerevisiae, no caso da galacturonase os valores mais altos das 5 leveduras 
analizadas e nas restantes proteínas indicadoras os valores são razoavelmente 
elevados. 

Em comparação com S.cerevisiae a disponibilidade de promotores em Y. 
lipolytica é escassa. Este é um problema das leveduras "não convencionais" que 
limita a sua utilização. Na Tabela 1.17 resumem-se os promotores mais utilizados 
em Y. lipolytica . 

Tabela 1.17 - Exemplos de proteínas heterólogas expressadas em Y. lipo/ytica. 

PRODUTO PROMOTOR LOCALIZAÇÃO REFERÊNCIA 

S.cerevisiae XPR2 Secretada Nicaud et ai., 1989 

invertase 

IFN porcina XPR2 Secretada Heslot et ai., 1990 

Proquimosina 
bovina XPR2 Secretada Franke et ai. , 1988 

Factor humano 
de coagulação XPR2 Secretada Tharaud et ai., 1992 
Xllla 

Anafilotoxina 
humana c5a XPR2 Secretada Davidow et ai., 1987 

Os promotor mais uti lizado até ao momento em Y. lipolytica tem sido o de 
XPR2, o gene que codifica para a protease celular alcalina AEP. Esta promotor é 
fortemente regulado pelo pH e pelas fontes de carbono e nitrogénio e tem-se 
utilizado para expressar e secreta r anafilotoxina C5a humana e pro-quimosina 
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bovina , dois produtos de interesse biofarmacêutico (Franke et aI., 1988) . O gene 
codifica para uma pro-enzima; a protease madura produz-se depois de eliminar as 
sequências pre durante a transcrição, para o retículo endoplasmático, pela acção de 
Xpr6p , uma proteína semelhante a Kex2p. O uso combinado do promotor e da 
região pre permite dirigir uma proteína heteróloga através de toda a via de secreção 
até ao exterior da célula, enquanto que as regíões pro por si só não são capaz de o 
fazer. O rendimento incrementa-se ao empregar um vector autónomo em vez de um 
replicativo no entanto isto prejudica a regulação do promotor, porque ao nível da 
expressão basal incrementa-se umas 50 vezes mais que o normal em condições 
repressoras. Xpr2 promove assim um nível de expressão basal alto e possui uma 
capacidade de indução baixa. 

Promotores em estudo, nesta levedura, são os promotores das 
metalotioneinas I e II , são promotores muito fortes e induziveis por cobre , possuem 
um nível basal muito reduzido, o que os torna excelentes candidatos para a 
expressão de proteínas heterólogas. O seu maior problema prende-se com a 
toxicidade do cobre (Garcia, 1999). 

Os outros dois promotores em estudo são o promotor do gene TEF, que 
codifica para o factor de alongação 1 a e o promotor do gene RPS 7 que codifica 
para a proteína ribossomal S7 (Muller et aI., 1998) . 

Com o exposto pode-se concluír que Y. lipolytica possui boas características 
para ser utilizada na expressão heteróloga de proteínas de uso humano. 

1.3.4 - Metabolismo e aplicações biotecnológicas 

A partir de 1960, as investigações sobre Y. lipolytica adquiriram dimensão 
industrial devido á sua capacidade para crescer em substratos económicos, como 
lípidos e alcanos, como fonte de carbono (Malek et aI., 1968) . 

Tem-se utilizado na produção de proteínas com ínteresse na alímentação 
animal e emprega-se na indústria para a produção de ácido cítrico a partir de uma 
gama de substratos muito ampla como parafinas , hexadecanos e ácidos gordos e 
com uma produção vinte vezes superior à do fungo Aspergillus niger. Além disso 
existem várias patentes para a produção de manitol , eritrol (De Zeeuw et aI., 1973) e 
isopropilmalato (De Zeeuw et aI., 1983) entre outras. 

O crescimento sobre ácidos oleico conduz à proliferação de peroxissomas, 
actualmente estudada pelo grupo de Rachubinsky, que utilizam este organismo 
como sistema modelo para investigações sobre a biogénese deste organito 
(Titorenko e Rachubinski, 1998). 

O isolamento de mutantes incapazes de crescer sobre alcanos permitiu 
também demonstrar, que Y.lipolytica, possui vários sistemas muito específicos para 
a assimilação de alcanos, assim como mono-oxigenases do citocromo P-450 
específicas (Mauersberger, 1991). 
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Esta levedura não produz etanol , mas é capaz de utilizá-lo como fonte de 
carbono até concentrações de 3%. Enzimas como a á alcool-desidrogenase NAD+ 
dependente relacionam-se com o processo e tem sido estudadas neste organismo 
(Arth e Kunkel , 1979). Pode crescer em acetato como única fonte de carbono ; a via 
do glioxilato é necessária para a utilização de alcanos, ácidos gordos, álcoois e 
acetato , o que tem conduzido ao estudo da isocitrato-liase desta levedura, a enzima 
chave deste ciclo (Barth e Scheuber, 1993). 

Também pode utilizar lisina como fonte de carbono e nitrogénio. O gene LlS1 , 
que codifica para a primeira enzima reguladora desta rota , a hemocitrato sintetase , 
foi clonado por Perez Campo el aI. (1996). 

Tem sido utilizada como modelo para o estudo da secressão de proteínas de 
eucariotas. Y. /ipo/ylica secreta altos níveis de uma protease extracelular alcalina 
(Ogrydziak el ai, 1982), proteases ácidas , RNAses (Cheng el a/., 1987), lipases e 
uma fosfatase que permanecem associadas á parede celular (González , 1997; 
Lopéz el a/. , 1988) . 

Encontra-se entre as leveduras com alta capacidade de biossíntese de 
vitámeros da biotina (Pearson e l a/., 1986; Pearson el aI., 1990). Recentemente 
está-se a tentar conseguir híbridos intergenéticos desta com outras leveduras, com o 
fim de conseguir outro microrganismo mais eficaz para a indústria, que conserve 
características interessantes de Y. /ipo/y lica como a capacidade de crescer em 
substratos económicos e a fácil secreção de proteí nas (Nga el a/., 1992). 

1.3.5 - Lipases de Y./ipo/ytica 

As estirpes de Y./ipo/ylica exibem uma actividade lipásica que actua 
preferencialmente sobre resíduos oleosos nas posíções 1 e 3 do glicérido. Diversos 
investigadores examinaram a actividade das lipases em diferentes estirpes, não 
sendo claro se as discrepâncias registadas reflectem diferenças nas metodologias 
utilizadas ou na utilização de diferentes estirpes . Peters e Nelson (1948) 
descreveram a existência de uma actividade lipásica reprimida por glucose a um pH 
óptimo á volta de 6.2-6.5 eles também fizeram registo de uma Iipase ligada á parede 
celular, por seu lado Kalle el aI. (1972) e Zvyagintseva el alo (1980) descreveram 
dois tipos de actividade lipásica ligadas á parede celular: uma constitutiva , lipase 
independente do teor de glucose, e uma segunda actividade induzida pelo 
monooleato de sorbitano. Ota el alo (1978) descreveram quer a existência de uma 
actividade Iipásica extracelular em culturas suplementadas com uma fracção do tipo 
proteico derivada da soja, quer lipases ligadas á parede celular a lipase extracelular 
requer ácido oleico como um estabilizador/activador, enquanto que as lipases 
ligadas à parede celular não, diferindo também por diversas propriedades da enzima 
extracelular. Ota el a/., (1982) purificaram dois tipos de lipases ligadas á parede 
celular de Saccharomycopsis /ipo/ylica (actualmente Yarrowia /ipo/ylica) : lipase I com 
uma recuperação de 3.7% e com uma razão de purificação de 69x e a Lipase II com 
uma recuperação de 4.6% e uma razão de purificação de 58x. A lipase I foi obtida 
em CM-Sepharose CL-6B a pH5.0. O método de purificação envolveu cromatografia 
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em coluna CM- Sepharose CL-6B e coluna Sephadex G-100. SDS-PAGE das 
lipases purificadas deram uma única banda. A massa molecular das lipases I e II 
fo ram estimadas em 39 e 44 kDa respectivamente , e ambas as lipases eram 
enzimas monoméricas. Gomi et ai, (1986) mostraram que a(s) lipase(s) existe(m) na 
parede celular como um complexo activado o qual é rapidamente dissociado após a 
purificação da enzima. A actividade extracelular dependente do activador pode então 
refletir a libertação de (superior a 50%) da actividade ligada à parede celular, talvez 
sob condições conducentes à indução de protease(s) extracelular(es) . 

Foram também isolados mutantes incapazes de utilizar a tributirina como 
fonte de carbono após um enriquecimento com nystatin (Nga et a/., 1988) , e 
mostraram definir três grupos complementares. 

Algumas lipases de Yarrowia /ipo/ytica podem ter interesse na sintese de 
mono-ésteres de àcido 2 ,4-dimetilglutàrico (Ozegowski et a/., 1993), na 
transesterificação de mesociclopentanodiois (Theil et aI. , 1991 ), ou ainda na 
indústria de curtumes ou no fabrico de queijo (Patente alemã DD-272867) . Já Mattey 
e Adoga (1991) descreveram uma esterase extracelular termo-estável de baixa 
massa molecular (10000 Da), específica para a posição 1 dos triglicéridos. 

González e Dominguez, (1997) clonaram o primeiro gene que se expressa 
para uma proteína com actividade lipásica (Y/L/P1) localizado no cromossoma IV 
desta levedura . Este gene apresenta uma ORF de 1458 pares de bases com 
informação para codificar uma proteína de 486 aminoácidos , com uma massa 
molécular calculada de 55.4 kDa, apresentando homologia com lipases de outras 
leveduras. 

Pignéde et alo (2000) isolaram outro gene (Y/LlP2) , numa estirpe desta 
levedura, que se expressa para uma lipase com características diferentes da anterior 
quer quanto à homologia (apresenta homologia com fungos do género Rhizomucor) 
quer quanto ao tamanho 334 aminoácidos. Além disso estas duas lipases não 
apresentam homologia considerável entre si o que nos leva a supor existirem em Y. 
/ipo/ytica diferentes tipos de lipases. 

Também muito recentemente, Destain et alo (1999) purificaram uma lipase 
extracelular em estirpes mutantes de Y ./ipo/ytica, por cromatografia com Phenyl 
Sepharose CL6B e Sephadex G75, com uma massa molecular de 37664 daltons, 
activa a pH ácido e neutro, capaz de hidrolizar trig licéridos com ácidos gordos de 
pequena e grande cadeia e com especificidade para o ácido oleico. 

A Y /ipo/ytica possui, assim potencialidades significativas, para poder ser 
utilizada como uma fonte para a obtenção de lipases de utilização industrial. 
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1.4 - OBJECTIVOS DO PRESENTE TRABALHO 

o conhecimento da elevada capacidade secretora da levedura Yarrowia 
/ipo/ytica bem como as suas características de manipulação genética , aliadas à 
importância que o estudo de lipases e dos genes que as codificam estão adquirindo, 
confirmado por importantes programas de apoio a projectos de investigação em 
toda a União Europeia , constituiram a motivação para o objectivo geral que se 
pretende alcançar, contribuir para o estudo do sistema destas enzimas na levedura 
Yarrowia /ipo/ytica e que com base nos conhecimentos anteriormente expostos , 
sistematizamos nos seguintes objectivos específicos: 

=> Optimização de condições de crescimento celular e actividade lipàsica da 
levedura Yarrowia lipo/ytica. 

=> Caracterização fenotípica do gene Y/L/P1 de YalTowia /ipo/ytica. 

=> Isolamento e caracterização de novos genes que se expressam para 
actividade lipàsica nesta levedura. 

=> Anàlise da expressão destes genes. 

=> Caracterização de propriedades fisico-quimicas e cataliticas das proteinas 
codificadas pelos genes isolados. 

Para alcançar estes objectivos teve-se a possibilidade de poder trabalhar com 
pessoas com grande experiência em técnicas genéticas desta levedura e com 
investigadores com grandes conhecimentos no campo da enzimologia , e em particular, 
sobre as características das enzimas que se pretendiam estudar. 
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2- MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1-MICRORGANISMOS UTILIZADOS 

2.1.1- LEVEDU RAS 

• Yarrowia lipolytica 

Esta levedura dimórfica (Van der Walt, 1980) foi o organ ismo que serviu 
de modelo de estudo para este trabalho. Na Tabela 2.1 descrevem-se a procedência 
e o genotipo das diferentes estirpes util izadas, bem como as estirpes que se 
obtiveram como resultado da nossa investigação. 

Tabela 2.1 - Características das estirpes de Y. /ipo/ytica utilizadas durante este trabalho. 

Estirpe Genotipo 
W29 MaiA 

POla Mal A, leu 2-270, ura 3-302 

lNAG 135668 Mal B, leu 2-270, ura 3-302. ilis I. xpr 2-322 

TNAG 135667 Mar A, leu 2-270, um 3-302, Iys 11 -23. xpr 2-322 

FJGl Mal B, leu 2 -270, ura 3-302, his I , xpr 2-322. 
Lllipl::LEU2 

ABCI AIal A, leu 2-270, ura 3-302. Iys /1-23, xpr 2-322, Lllip3 

ABC2 Mal B, leu 2-270, Lira 3 -302, 
322, Lllip] ::LEU2, Lllip3 

A Instltute Natlonale de la Recherche Agronomlque, França 
• Universidade de Salamanca, Espanha . 

• Kluyveromyces lactis 

his 1, xp r 2-

Procedência 
C. GaillardinA 

C. Gaillardin" 

C. Gaillard inA 

C. Gai lIardinA 

F. González" 

Este trabalho 

Este trabalho 

Utilizou-se uma estirpe de Kluyveromyce lactis em estudos de 
caracterização de actividade lipásica em meio sól ido, representando uma referência 
como controle negativo. Algumas das características desta estirpe representam-se 
na Tabela 2.2. 
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Tabela 2.2 - Estirpe da levedura Kluyveromyce lactis, utilizada durante a realização deste 
trabalho. 

Mal a, lira A, Lvs A, arg A, k j O, k20, rag2, pKD1 + 

A Instituto Curie. Orsay, França . 

• Saccharomyces cerevisiae 

Também foram utilizadas estirpes de Saccharomyces cerevisiae em 
estudos de actividade lipásica Essas estirpes bem como algumas das suas 
características especificam-se na Tabela 2.3. 

Tabela 2.3 - Estirpes da levedura Saccharomyce cerevisiae, utilizadas durante a realização 
deste trabalho. 

Estirpe Genotipo Procedência 
CG25 kIa! a, lira 3-52, sltr 3-102 G. R. Fink" 

C085 Mal a/o. , um 3-52/lIm 3-52, shr 3·102/s ltr 3-102 G. R. FinkA 

AWhltehead Instltute lor Blomedlcal Research and Department 01 Blology. Massachussetts Instltute 01 
Technology, Massachusetts, USA. 

2.1.2 - BACTÉRIAS 

• Escherichia coZi 

Na Tabela 2.4 referem-se as estirpes bacterianas utilizadas nas 
experiências de clonagem molecular. 

Tabela 2:4 - Estirpes da bacteria Escherichia cofi, utilizadas durante o desenvolvimento deste 
trabalho. 

~~ir(Je 
- - - - - - __ l\far~~c!or~~g.e.!l~ti~O~ . ______ - - - - - ~ _, Qr!g~1!. -

HBlOI F -ltsdS20,recAl 3,aral 4,proA2, [Boycr, 1969 ] 

lac YI ,gllIK2,rpsLB20( Sml') ,xvI5, lIull, slIp44, 11-. 
DH5u sllpE44, /)"LacUI69, (J80 11lCz!:J. Ml 5), hsdR17.recA, elidA, [Hanahan,198J 

gyrA96, Il1.i-l, relAl . 
MVl190 (F':lraD36,proAB,lacl'l,lacz!:J.M15 ), Biorad 

/),,( lac-proAB) , Ihi,SlIpE,/),,( srI-recA), 306: :TIII O(lel)". 
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2.2 - MEIOS DE CULTURA 

Os meios de cultura prepararam-se com água ultrafiltrada (Milli®) e 
bidestilada, referindo-se todas as percentagens numa relação peso/volume. 

Os meios sólidos prepararam-se adicionando 2% de agar aos 
correspondentes meios liquidos. 

Para a selecção de clones por resistência a antibióticos , os meios foram 
suplementados com ampicilina (50 f.lg/mL) , tetraciclina (15 f.lg/mL) ou kanamicina 
(50-100 f.lg/mL) . Quando fo i necessário junta ram-se vários antibióticos 
simultaneamente , sempre momentos antes de verter os meios nas placas. 

Nos meios líquidos cuja composição continha azeite, este adicionava-se 
depois de se esterilizar de forma independente. Em meio sólido, o azeite juntava-se 
quando a temperatura do meio recém-autoclavado descia a 55°C e homogeneizava­
se em recipientes herméticos de vidro de 250 mL de capacidade, mediante forte 
agitação manual até que o meio adquiria um aspecto leitoso e opaco. 

Quando não se menciona a qualidade e a procedência de algum reagente 
é porque este foi de fornecedores habituais com garantias de qualidade (Merck, 
Sigma, etc.) 

2.2.1- Meios para o crescimento vegetativo de leveduras 

A preparação dos meios habituais de crescimento de leveduras fez-se 
através das seguintes fórmulas: 

.YED 
Extracto de levedura a 1 % 
O-glucose a 1 % 

.YEPD 
YEO suplementado com 2% de peptona 

·YNB 
Base nitrogenada sem aminoácidos 0.7% (Difco) 
O-glucose a 1% 

Os meios foram suplementados com uma mistura de aminoácidos 
proteinogénicos e uracilo (com uma concentração final de 90 f.lg/mL cada um) e 
adenina (25 f.lg/mL) . 

Cada meio específico utilizado em análises de auxotrofías fo i preparado 
suprimindo a substância correspondente à auxotrofía a analizar. 
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2.2.2- Meios para o crescimento de Escherichia coU 

Utilizaram-se os meios de cultura recomendados como padrões para o 
crescimento desta bactéria: 

• LB 
Extracto de levedura a 0.5% 
Bactotriptona a 1 % 
NaCI a 1% 

·2xYT 
Extracto de levedura a 1 % 
Bactotriptona a 1.6% 
NaCI a 1% 

Ajustado a pH 7.2 - 74 com NaOH 

2.2.3- Meios para análise da actividade lipásica 

Dependendo do estudo a realizar, requeria uma alta sensibilidade, ou se 
pelo contrário, a sensibilidade era menos importante que a obtenção de resultados 
precisos de diferenciação de actividade, utilizaram-se meios sólidos distintos: 

• Agar-Tributirina 
Extracto de levedura 1 % 
Agar a 2% 
Tris-HCI pH 7.5 200mM 
Tributirina a 0.2% 

A tributirina era esterilizada separadamente. Quando o meio base atingia 55 
oe, adicionava-se a tributirina e homogeneizava-se mediante forte agitação manual, 
durante 5 minutos, até que tomava um aspecto leitoso e opaco. 

• Glucose-Agar-Tributirina 
Extracto de levedura a 1 % 
O-Glucose a 1 % 
Agara 2% 
Tris-HCI pH 7.5 200mM 
Tributirina a 0.2% (Sigma) 

A tributirina era esterilizada separadamente e homogeneizada como no 
caso anterior, adicionando-se da mesma forma. 
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2.2.4 - Meios de inducção com azeite 

A inducção da actividade Iipásica em Y. /ipo/ytica realizou-se utilizando 
meios líquidos com proporções variáveis de azeite e glucose. Estes meios foram 
designados por meios mínimos (MM): 

• MM-Azeite 
YNB 0.7% 
O-glucose 0.3% 
Tris-HCI pH 7.5 200mM 
Azeite 0.7% 

• MM- Glucose 
YNB 0.7% 
O-glucose 1 % 
Tris-HCI pH 7.5 200mM 

Nos meios que possuíam azeite este adicionava-se separadamente a 
cada matraz, depois de se repartir o meio base, previamente autoclavado. 

2.3- Condições de cultura e conservação dos 
microrganismos 

o crescimento dos microrganismos realizou-se em meio sólido (sobre 
placas de Petri) ou em meio líquido (em matrazes Erlenmeyer ou em tubos de 
ensaio). As culturas em meio líquido efectuavam-se com uma agitação a 250 rpm, 
procurando que o volume do meio de cultura não ultrapassasse um terço do volume 
do recepiente. 

Os crescimentos foram acompanhados medindo a absorvância a um 
comprimento de onda de 600 nm e pela contagem das células em câmara de 
Thoma. 

As temperaturas de incubação rotineiras foram de 28 °C para as 
leveduras e 37 °C para E. coli. 

Os microrganismos conservaram-se através de culturas periódicas (de 30 
a 60 dias) em meio sólido e posterior conservação a -4 oCo Adicionalmente , para 
manter as estirpes viáveis durante longos períodos de tempo, os microrganismos 
guardavam-se em glicerol a 30% e à temperatura de -70 oC o 

A concentração celular das suspensões determinou-se mediante contagem 
das cé lulas numa câmara de Thoma . As relações absorvância a 600 nm 
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concentração celular de algumas das leveduras utilizadas são apresentadas na 
Tabela 2.5. Os cultivos foram realizados em meio YNB suplementado com os 
aminoácidos requeridos por cada uma das estirpes. 

Tabela 2.5 - Relação entre a densidade celular e a absorvância a 600 nm dos principais 
microrganismos utilizados neste trabalho. 

Microrganismo (célulaslmL):A600 nm r 
Y. lipolytica ( J06células/mL) =7 .6 1· A"" m" - I 1.3 0 .92 

K. /actis ( I 06células/mLl =S2.6·A,;oo",,, - (J .02 0.98 

s. cerevisiae ( I 06células/mL) = I O. I·A'iI" "" + 8.33 0.89 

Estas relações lineares são válidas para valores de A600 nm inferiores a 0 .7 . 

2.4 - ANÁLISE DE PROTEíNAS 

2.4.1 - Obtenção de extractos celulares de leveduras 

Para a obtenção de extractos ce lulares de leveduras seguiram-se os 
seguintes passos: 

1.- Recolheram-se as células mediante centrifugação a 4500 g. 

2.- Lavaram-se e ressuspenderam-se as células em tampão citrato de sódio 50 mM 
pH 4.3. 

3.- Posteriormente adicionaram-se esferas de de vidro "Ballotini" (de 0.45-0.50 " de 
diâmetro). Juntaram-se por grama de peso húmido de células 1.5 mL de tampão e 
3.5 g de "Ballotini". 

4.- Quando os volumes das amostras eram grandes, estas submeteram-se a ruptura 
num desintegrador Braun MSK, com um sistema de refrigeração por neve carbónica. 
Os tratamentos foram de 5 ou 6 periodos de 1 minuto separados por intervalos de 
30 segundos para conseguir uma ruptura total das células (observação posterior ao 
microscópio de contraste de fases). 

Para pequenos volumes de amostras , a ruptura mecânica das células fez­
se submetendo as referidas amostras a vibrações num agitador tipo "vortex" durante 
5 ou 6 períodos de 2 minutos separados por intervalos de 30 segundos. O processo 
realizava-se numa câmara refrigerada a 5-10 oCo 
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Para aquelas experiências em que o número de amostras de pequeno 
volume era elevado, utilizou-se um homogeneizador automático, modelo FastPrepTM 
FP120 de SAVANT Instruments Inc. (Flamingdale, N. Y.) . Neste último método 
seguiu-se o seguinte protocolo: 

1.-Recolheram-se de 3.108 a 109 células de cultivo mediante centrifugação a 4500 g. 
2.- Lavaram-se as células suspensas uma vez num tampão adequado, recolhendo­
se de novo em tubos de polietileno de 1500 ~L e retirando todo o sobrenadante. 
3.- Juntaram-se 750 mg de esferas de vidro "Ballotini". 
4.-0s tubos com as amostras introduziam-se no respectivo suporte do 
homogeneizador, mantendo as seguintes condições: 

Temperatura =4 °c 
Velocidade de agitação = 5.5 a 6 m/s 
Tempo de ruptura = 15 s 

Uma vez rebentadas as células , as pérolas de vidro separaram-se, no 
primeiro caso por decantação; no segundo e terceiro casos, mediante centrifugação . 
Por último, as pérolas de vidro lavavam-se com tampão para evitar perdas de 
material. 

2.4.2 - Quantificação de proteínas 

o teor em proteinas de cada amostra foi determinado mediante a técnica 
colorimétrica descrita por Peterson em (1977) e que é uma modificação do método 
de Lowry. Diluiam-se as amostras em diferentes volumes de água e juntavam-se 
150 flL de NaOH 1 M e 1250 flL de um reagente preparado com 1 mL de uma 
solução Na2C03 a 2% em NaOH e 50 mL de uma outra solução com 1 % de CuS04 
5H20 e 2% de tartatato duplo de sódio e potássio. Após 10 minutos á temperatura 
ambiente juntavam-se 250 mL de "Foling reagent" (Merck). As amostras agitavam-se 
e incubavam-se durante 30 minutos a 37°C, após os quais se lia a absorvância a 
um comprimento de onda de 600 nm. 

Na maioria dos casos eram preparadas 7 repetições por amostra . Para obter 
a recta-padrão absorvância/flg de proteína, utilizaram-se diferentes diluições de 
albumina de soro bovino. 

2.4.3 - Separação de proteínas em geis de poliacrilamida 

As amostras para electrofórese em geis de poliacrilamida prepararam-se 
misturando extratos de proteínas com tampão de carga 4X (SOS 8%, DTT 40 mM, 
glicerol 40% , Tris/HCI 1.5 M pH 6.8 e azul de bromofenol em quantidades 
vestigiais), diluindo convenientemente em água até se obter uma concentração final 
do tampão de 1X. Após esse procedimento, as amostras eram fervidas durante 5 
minutos e depositadas nos orificíos do gel. 
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A separação das proteínas realízou-se medíante electrofórese em geis de 
poliacrilamida (12% acrilamida : bis acrilamida 29:1) com 1 % de SOS segundo um 
protocolo descrito por Leammli (1970) . 

Utilizaram-se dispositivos de electrofórese do tipo " Mini Protean II " da 
BIORAO seguindo as recomendações do fabricante . O tampão utilizado continha 
0.25 % de Tris 0.1 M, 14 % de glicina e 0.1 % de SOS. Utilizou-se uma corrente com 
uma intensidade constante de 30 mAl gel durante 1-2 horas. 

2.4.4 - Revelação dos geis de proteínas 

A revelação dos geis de proteínas realizou-se por imersão destes numa 
solução de "Coomassie BrillianT Blue" R-250 a 0.25% em metanol/ácido 
acético/água (5/1/4) durante 15-30 minutos. Depois disso, retirou-se o excesso de 
corante submergindo o gel na mesma solução, mas sem corante . Uma vez tingido 
adequadamente , fixou-se por imersão durante duas horas numa solução com 10 % 
de glicerol. 

Por vezes estes geis também se revelaram com prata seguindo-se um 
protocolo descrito por Morrissey (1981). O gel era primeiro incubado durante 20 
minutos em DTT 0.25mM para provocar a reducção (S-S) e depois durante 30 
minutos numa solução de Ag N03 0.1 %. A seguir era tratado com uma solução de 
revelado preparada da seguinte forma: 7,5 g de Na2C03+O.125 mL de foraldeído 
+250mL de água Milli®. Quando as bandas adqueriam a intensidade desejada 
parava-se a reacção juntando 2.5 mL de ácido cítrico 2.3 M por cada 50 mL de 
solução de revelado agitando vigorosamente até deixar de borbulhar. 

2.5 - MÉTODOS ENZIMÁTICOS 

2.5.1- Determinação da actividade lipásica 

• Em meio líquido 
As técnicas utilizadas nesta determinação dependeram do tipo de 

susbtrato utilizado. Sempre que foi possível , utilizaram-se ambas as técnicas para 
quantificar a mesma actividade com distintos substratos. As características destas 
técnicas são as que se resumem de seguida: 

a) Técnica espectrofotométrica 

Como substratos da enzima, utilizaram-se monoésteres de p-nitrofenol 
com ácidos de cadeias hidrocarbonadas de diferentes tamanhos. Estes substratos 
foram fornecidos por SIGMA Chemical Coo e descrevem-se na Tabela 2.6. 
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Tabela 2.6 - Sustratos utilizados nas medidas de avaliação espectrofotométrica da actividade 
Iipásica. 

p-nitrofenil bu ti rato 4 209.2 

Estes substratos prepararam-se a uma concentração de 4.17x1 O -4 M 
em tampão fosfato 0.2 M, pH 7.3 . O substrato p-nitrofenil butirato era ainda 
dispersado com acetona com uma concentração final de acetona na mistura de 4%. 
A adição de acetona não foi necessária para o caso do p-nitrofenil acetato porque é 
ligeiramente solúvel em água. A concentração final do substrato no meio de reacção 
foi de 4.0x10-4 M. 

A quantificação espectrofotométrica realizou-se mediante a técnica 
seguinte: 

1) Adicionaram-se 2400 j.JL da emulsão de substrato numa cuveta de poliestireno 
de um único uso (Elkay) de 10 mm de passo óptico para medidas 
espectrofotométricas de luz visivel. 

Termoestatizava-se a 25 °C num banho externo (Selecta 389) que fazia circular 
água no interior do suporte da cuveta . 

2) Introduzia-se na cuveta um microagitador magnético de 2 mm que mantinha a 
amostra em agitação constante mediante um dispositivo automático (Helma Cuv-O­
Stir 333). 

3) De seguida adicionavam-se 100 j.JL da uma suspensão de extrato celular ou de 
uma solução da concentração de células adquada para que no meio de reacção 
a concentracção de células fosse de 107 cél/mL. 

4) A curva cinética era seguida em contínuo durante 15 minutos registando-se a 
absorvância a 410 nm. Esta curva era registada num espectrofotómetro 
Beckman DU-7 e a pendente inicial de cada curva (absorvância/tempo) 
calculava-se automaticamente com o aparelho através do programa de 
regressão linear. 

5) A actividade enzimática foi obtida dividindo a pendente inicial da curva 
(absorvância/tempo) pelo coeficiente de extensão do p-nitrofenol ao pH de 
trabalho de acordo com a equação: 

v= (lIE).(dA410/dt) - mIE 
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b) Técnica titrimétrica (pH-stat) 

Com esta técnica foram estudados os substratos não cromogénicos como são 
os triglicéridos. Os substratos escolhidos foram a tributirina , a trioleina e o azeite 
(mistura de triglicéridos). 

Tabela 2.7 - Susbtratos utilizados na determinação titrimétrica da actividade Iipásica. 

Substrato n° de C massa molecular (g/mol) 

.____ J)i~l[tilif1[: ___ .. _, ....... . ..... _.1.. _._._ ... ~9.? ,.~ .......... . 
.L?l,,?) .. ? i.gIll .[l ... IiE~.s.C:~.~I.~. ~t.r.~t() ..... I.~ :.lL.(~i.s).~.?.... .... .... ........................ . ....... ........................ ~ ??.,~ 

TrioIeína I 8: I, (cis)-9 885,4 

A tributirina e a trioleina foram emulsionados no nosso laboratório antes de 
cada experiência mediante a seguinte técnica: 

Pipetevam-se 15 mL do triglicérido desejado misturando-se com 50 mL do 
agente emulsionante e adicionando 250 mL de água Milli-Q. 

Como agente emulsionante utilizou-se uma solução preparada da 
seguinte forma (para o volume de 1 L) 

17.9 g de NaCI 
0.41 g de KH2P04 
400 mL de água Milli-Q 
540 mL de glicerol 

Agitou-se vigorosamente e adicionou-se 6 g de goma arábica . 

Relactivamente ao substrato azeite, optou-se por trabalhar com azeite já 
emu lsionado pela fornecedor Sigma um produto com a designação de Sigma lipase 
substrato e cujas caracteristicas são as seguintes: 

- Composição em azeite 50% 
- Agente emulsionante da casa fornecedora 
- Estável por vá rios meses. 

A partir deste produto preparou-se o reagente de trabalho dissolvendo-o a 
uma percentagem de azeite desejada com água Milli-Q, agitando-se a mistura 
durante 5 minutos e agitando sempre antes da toma de amostra. As dissoluções 
assim preparadas apresentam um aspecto leitoso e são etáveis durante 4 horas. 

A hidrólise destes substratos lipidicos real izou-se num aparelho pH-stat 
com um quantificador modelo TTT80, ligado a uma auto-bureta , modelo ABU80 e a 
um registador modelo REA 160 de Radiometer (Copenhagen), representado na 
Figura 2.1. O sistema consta de uma auto-bureta que deposita sobre o reactor a 
quantidade necessária de NaOH para neutralizar os iões de hidrogénio libertados 
pela hidrólise dos substratos lipidicos , mantendo constante o pH da reacção , 
mediante a integração de um potenciómetro, cujos eléctrodos permanecem 
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constantemente submersos no meio da reacção. A adição de NaOH fica registada 
através de uma curva cinética contínua de 7 a 28 minutos. 

Figura 2.1 - Aspecto do sistema utilizado nas técnicas de medida de actividade lipásica 
mediante quantificação titrimétrica em pH-stat. 

A técnica cinética utilizada neste caso, incluía os seguintes passos: 

1-Juntaram-se 4.7 m L de solução de reserva que continha o substrato na cu veta 
do reactor do pH-stat. 

2-Pré-aqueceu-se a emulsão fazendo circular água termoestatizada à 
temperatura da reacção pelas paredes do reactor, e manteve-se com agitação 
constante com um agitador incorporado. 

3-Com a ajuda da auto-bureta ajustou-se o pH exactamente a 7.21 mediante 
adição de NaOH, inferior a 1 % do volume total. A t=O adicionaram-se 100 I-IL 
da uma suspensão de extrato celular ou de uma solução da concentração de 
células adquada para que no meio de reacção a concentracção de células fosse 
de 107 céllmL aproximadamente. 

4-A curva cinética seguia-se em contínuo durante períodos de tempo variáveis 
(7,14 ou 28 minutos) com um módulo registador que anota a quantidade de 
NaOH adicionado pela bureta em função do tempo de reacção. 

5- O cálculo da actividade enzimática fez-se de acordo com a seguinte equação: 

V(""mol/L/min)= (x/(y).M.f 



Em que: 

v- Velocidade 
/:::"x//:::"y- inclinação da recta inicial 

M- molaridade de NaOH 
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f- factor dependente da velocidade do papel no registador 

• Em meio sólido 
Nos ensaios de comparação de actividade lipásica entre estirpes 

utilizaram-se os meios Agar-Tributirina ou Glucose-Agar-Tributirina (descritos 
em meios de cultivo) conforme fosse necessário. Estes meios reflectiam com mais 
precisão as diferenças de actividade lipásica de distintos preparados. 

Em todos os casos , verteram-se 25 mL de cada meio, a 50 °C, preparado 
mediante esteri lização em autoclave, sobre placas de Petri de plástico de 90 mm de 
diâmetro. Deixavam-se solidificar à temperatura ambiente , extremando as 
precauções de ausência de vibrações do suporte das placas. Sobre as placas com o 
meio distribuido e solidificado depositavam-se 1 O ~lL contendo 107 células de forma 
a evitar que a gota se expandisse demasiado, colocando-se de seguida numa estufa 
a 28 °C. 

2.6- MÉTODOS GENÉTICOS 

2.6.1 - Transformação com plasmídeos replicativos 

• Em Escherichia coZi 

Transformaram-se células competentes de E.coli com plasmideos 
purificados , misturas de ligação ou com ADN total de leveduras (para recuperar 
moléculas plasmidicas), por vezes previamente digerido com uma enzima de 
restrição e circularizado com a enzima T4 DNA ligase (quando se tratava de 
recuperar ADN plasmidico integrado em ADN cromossoma I) . O método de 
transformação realizou-se segundo um procedimento experimental padrão descrito 
previamente por (Kushner, 1988) . Para incorporar plasmideos purificados em 
estirpes de E.coli receptoras também se realizou a transformação de "um minuto" 
seguindo um protocolo proposto por (Golub, 1988). 

2.6.2 -Transformação integrativa de Yarrowia Iipo/ytica 

A transformação de Y.lipo lytica realizou-se utilizando células intactas 
tratadas com acetato de lítio (Xuan et aI, 1988): 

1. Semeou-se um pré-inóculo de 5 mL de meio YPD, pH 4.0 e incubou-se com 
agitação a 28 °C durante 12 horas. 
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2. Passado esse tempo, contaram-se as células e inocularam-se 12 mL de YPD, 
pH4.0 em 3 matrazes de 250 mL em distintas concentrações celulares (5'104

, 

105 e 2.105 células/mL) incubando-se a 28 oe , com agitação, durante 13 
horas. 

3. Depois desta incubação seleccionamos a cultura que continha entre 8.107 e 
1.5'108 células/mL para preparar células competentes . 

4 . Recolheram-se as células mediante centrifugação a 1500 g durante 5 minutos 
e lavaram-se duas vezes com tampão TE pH 8.0 (10 mM Tris·Hel , pH 8.0; 1 
mM EDTA). 

5. De seguida , ressuspenderam-se numa solução de acetato de litio (LiAc) 0.1 
M, pH 6.0 a uma concentração de 5'107 células/mL e incubaram-se durante 1 
hora a 28 oe , a 50 rpm num matraz de 250 mL. 

6. Recolheram-se novamente por centrifugação a 1500 g e ressuspenderam-se 
na solução de acetato de lítio numa concentração final de 108 células/mL. 

7. Transferiram-se 100 f.lL dessa suspensão de células para um tubo de 10 mL 
de polipropileno onde se juntaram 5 f.lL de ADN "carrier" (ADN de esperma de 
salmão, sonicado, a uma concentração de 5 mg/mL) e 250-500 ng de ADN 
plasmídico , linearizado previamente com uma endonuclease de restrição para 
aumentar a eficiência de transformação (Davidow, 1985). 

8. Depois de se incubar o conteúdo deste tubo durante 15 minutos a 28 oe, 
sem agitação, juntaram-se 700 f.lL de polietilenoglicol (PEG) 4000 a 40 % 
preparado em acetato de lítio 0.1 M incubando-se novamente a 28 oe , 
durante 1 hora com agitação suave (70 rpm). 

9. As células foram submetidas depois, a um choque térmico a 39 oe durante 10 
minutos. 

10. Finalmente juntaram-se 1.2 mL de TE pH 8.0 a cada tubo e semearam-se 
200 ou 400 f.lL desta mistura em placas de Petri com meio selectivo. 

11. As colónias provenientes das células transformantes podiam observar-se ao 
fim de 3 ou 4 días de incubação a 28 oe. 

Por vezes, sempre que era necessária uma alta eficiência de 
transformação (plasmídeos replicativos) e o número de estirpes a transformar era 
elevado, seguimos um método rápido aperfeiçoado por (Nicaud et ai, 1988). 

Retiravam-se duas ansas de células crescidas durante um dia em meio 
sólido YEPD e ressuspendiam-se em 1 mL de TE pH 8.0 dentro de um "eppendorf". 
De seguida , centrifugaram-se estas células e ressuspendiam-se em 0.6 mL de 
acetato de lítio 0.1 M pH 6.0. Após uma hora de incubação a 28 oe e 100 rpm, as 
células centrifugavam-se e ressuspendiam-se em 60 f.lL do mesmo tampão. A 20 f.lL 
destas células competentes juntávamos 2.5 f.l L de ADN "carrier" e 2-4 f.lL de ADN 
plasmídico (100-200 ng) . Depois de uma incubação de 15 minutos a 28 oe 
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juntavamos 300 ~L de PEG 40% em tampão acetato de lítio, e após uma hora de 
incubação a 28 oe e posterior choque térmico a 39 oe durante 10 minutos, juntavam­
se 600~lL de tampão , acetato de lítio , semeando por placa 1 OO~L da solução 
resultante. 

A vantagem deste método relativamente ao anterior deve-se ao facto de 
não ser necessário um momento óptimo para a cultura celular. 

2.7 - PLASMíDEOS UTILIZADOS 

2.7.1 - Bacterianos 

• pBIuescript KS+ e SK + 

Plasmídeos bacterianos autorreplicativos (Short, 1988) de 2.95 kb 
derivados de pue 18/19, cuja estrutura contém os seguintes elementos ( Figura 2.2) . 

o gene de resistência a ampicilina; a origem de replicação relaxada de coi 
E1 ; um fragmento do operão lac de E.co/i que codifica para o péptido a da ~ ­

galactosidase (Iac Z') ; um oligonucleotídeo de 108 pares de bases com 21 sítios de 
restrição reconhecidos por endonucleases específicas, inserido na fase de leitura do 
péptido alfa sem a alterar (a única diferença entre pBluescript KS+ e SK+ é a 
orientação deste oligonucleótido) ; os promotores das ARN polimerases T3 y T7, que 
flanqueiam o fragmento de ADN portador de sítios múltiplos de clonagem e que 
podem utilizar-se para a síntese de ARN "in vitro"; um fragmento de 454 pares de 
bases da região intergénica do fago f1 que codifica para as funções requeridas para 
a replicação e o empacotamento e, possibilita que estes vectores possam recuperar­
se como ADN circular monocatenário uma vez infectada uma população de células 
adequada portadora de algum destes plasmídeos com o fago modificado M13K07. 

Kp.d 
.{M 
.l2d 
~il 

.>&..'! 
c.::U 
~m 

p BIuescript -SK+ H---ICO>P.V 
.l h .P.I 

(2,9 kb) ::::., 
P=H! 
,~:Pd 

.'tu 
M>t! 
$WI 

.~1/.:.· I 

Figura 2.2 - Estrutura do vector bluescript SK+. 
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• pGEM-T 

É um vector linearizado com 3.0 kb preparado pela "Promega" mediante a 
digestão com Eco RV do vector pGEM-5Z f(+) (semelhante a pGEM-T, mas circular) 
e com posterior adição de uma timidina na posição 3' em cada um dos extremos 
gerados. A adição destas duas timidinas na posição 3' aumenta a eficiência da 
ligação dos produtos de PGR neste vector devido a que a Taq polimerase deixa 
duas deoxiadenosinas nos extremos 3' do fragmento de DNA sintetizado na reacção 
de PGR. 

o vector pGEM-T (Figura 2.3) contém o gene de resistência a ampicilina e 
a origem de replicação do fago filamentoso f1. Também possui os promotores das 
ARN polimerases T7 e SP6 flanqueando uma região de sítios múltiplos de clonagem 
incluída na região codificante do péptido a da i>-galactosidase. 

Os clones que contêm enxertos nesta região (o enxerto inactiva o péptido 
a) identificam-se directamente pela ausência de cor azul em placas com X-Gal e 
IPTG (a cor azul é consequência da actividade do péptido Cl da p-galactosidase) . 

PGR. 
Este plasmídeo utilizou-se principalmente para clonar os produtos de 

pGEM-T 
(3, O kb) 

orI 

ikd 
b'y.~. II 

.'»..:I 

.N;,~· I 
p ,){'{ 

b'::".11 

Figura 2.3 - Estructura do vector pGEM-T. 

2.7.2 - Plasmídeos funcionais em Yarrowia Jipo/ytica 

• pINA240 
Trata-se de um plasmídeo de 8 kb , funcional em E. coli e em Y. lipolytica . 

Resulta da subclonagem de dois fragmentos de ADN de Y. lipolytica no vector 
pBR322. Pode replicar-se autonomamente em Y. lipolytica porque tem enxertado, 
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no sítío PVlI II desse vector, um fragmento que contém a sequência ARS18 ; essa 
sequência permite que se mantenham de forma autónoma 1 a 3 cópias plasmídícas 
por célula. Possui também o gene LEU2 de Y. lipolytica enxertado no sítio EcoRI. 
Este plasmídeo foi cedido pelo Dr. C. Gaillardin (INRA, França). 

Clal 

pINA240 
(8.0Illi) 

on 

J , 
ARS.!J' A' 

, I 

"­
Hindll l 

Figura 2.4 - Estrutura do plasmídeo replicativo plNA240 de Y. /ipo/ytica. 

• pINA444 

É um plasmídeo de 8.3 kb funcional em E. coli e em Y. lipolytica , aparecendo 
também em multicópia nesta levedura. Pode replicar-se autonomamente en Y. 
lipolytica porque possui enxertado um fragmento que contém a sequência ARS68 . 
Também possui o gene URA3 de Y.lipolytica no sítio Sal I (Fournier et. a/. , 1991) . 
Este plasmídeo tarnbém foi cedido pelo Dr. C. Gaillardin (INRA, França) . 

Ps I 

piNA 444 
(8,3 Kb) 

Sal I 

Figura 2.5- Estrutura do plasmídeo replicativo plNA444 de Y./ipo/ytica. 

52 



Materiais e Métodos 

2.8- MANIPULAÇÃO DE ÁCIDOS NUCLÉICOS 

2.8.1 - Obtenção de ADN plasmídico de Escherichia colí 

o método utilizado com maior frequência para as preparações rápidas e a 
pequena escala de ADN plasmídico de E.coli foi o método de lise alcalina descrito 
por Maniatis et ai, (1982) . A obtenção de ADN plasmídico de alta qualidade a 
pequena escala realizou-se utilizando o "Kit" Wizard f: plus SV minipreps de 
Promega. 

Para a obtenção de ADN a grande escala utilizou-se o "Kit" de Quiagen 
ou o "kit" Wizard ' plus Midipreps de Promega, seguindo em qualquer dos casos as 
recomendações dos fabricantes. 

2.8.2 - Isolamento de ADN genómico 

• Da levedura Yarrowia lipolytica 

A obtenção de ADN de alto peso molecular de Y.lipolytica realizou-se 
seguindo um protocolo experimental cedido por J.M. Beckerich (Institute National de 
la Recherche Agronomique, França). 

1.- Partiu-se de uma cultura de 10 mL de YEPD a uma concentração de 5X107
-

108 células/mL. 

2.- Centrifugaram-se as células e ressuspenderam-se em 0.5 mL de água estéril. 
De seguida passaram-se para um tubo "eppendorf" e voltaram-se a centrifugar 
durante uns segundos para eliminar o sobrenadante. 

3.- Seguidamente, juntaram-se 200 J.lL de tampão de extracção ( triton 2% , SDS 
1%, NaCI 100 mM , Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1mM), 0.2 mL de uma mistura 
1:1 de fenol:cloroformio e 0.3 g de Ballotini (0.5 mm). 

4 .- As células romperam-se em vortex durante 3-4 minutos a 4 °C e juntaram-se 
200 ~lL de TE. 

5.- Depois de se centrifugar durante 5 minutos transferiu-se a fase aquosa para 
um novo eppendorf e precipitou-se o ADN com 1 mL de etanol absoluto. 

6.- Este precipitado foi centrifugado durante 2 minutos e ressuspendido em 400 
mL de TE-ARNse A (30 ug) para eliminar o ARN . 

7.- Após incubação a 37 °C durante 5 minutos, juntaram-se 10 mL de NH4Ac 4 M 
e 1 mL de etanol absoluto. 

53 



Materiais e Métodos 

8.- O preciptado de ADN foi recuperado por centrifugação durante 2 minutos. 
Finalmente este precipitado foi lavado com etanol a 70%, e uma vez seco, 
ressuspenso em 30 ~lL de tampão TE. 

2.8.3 - Obtenção de ARN total de levedura 

O ARN total da levedura Y. /ipo/ylica foi obtido através de um protocolo 
semelhante ao descrito por (Percivall-Smith e Segall , 1984). 

1.- Recolheram-se por centrifugação aproximadamente 2X 109 células e lavaram-se 
com ág ua estéril. 
2.- Romperam-se mediante agitação em fast-prep por 3 vezes durante 15 segundos, 
a uma intensidade de 5.5 ( com intervalos de 30 segundos em gelo) numa mistura 
que continha 50 f1L de tampão de lise (Tris/HCI 50 mM pH 6.8; EDTA 10 mM , NaCI 
100 mM) , 50 f1L de fenol e 3 g de pérolas de vidro (Ballotini 0,45-0,50 mm de 
diâmetro). 
3.- Depois da ruptura , adicionaram-se 500 f.lL de fenol , 500 ~lL de tampão de lise e 
20 ~lL de SOS 10%. A fase aquosa separou-se mediante centrifugação a 4 °c e 
extraiu-se por 3 vezes com fenol-clorofórmio (1 :1) , e uma vez com clorofórmio-álcool 
isoamilico (1 :1). 
4.- De seguida, o ARN precipitou-se pela adição de 0,1 volumes de acetato de sódio 
3 M pH 5.2 e com 2.5 volumes de etanol; depois de manter a mistura a -20 °C, o 
ARN foi recolhido por centrifugação e ressuspenso em 2 mL de H20-DEPC (água 
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) a 0.1 %). 
5.- Voltou-se a precipitar juntando igual volume de LiCI 5 M e 2 volumes de etanol. 
Finalmente o ARN era ressuspendido em 1 mL de H20-DEPC e armazenava-se em 
alíquotas a -70°C. 

Com o objectivo de inactivar as ARNases, todos os tampões e soluções 
utilizados na extracçáo e manipulação do ARN (à excepção dos tampões Tris/HCI) , 
eram tratados com DEPC a 0.1 % durante uma noite a 37°C, autoclavando-se 
posteriormente para eliminar o DEPC. 

2.8.4 - Determinação da concentração de ácidos nucleicos 

Esta determinação foi efectuada medindo a absorvância a 260 nm no 
espectrofotómetro e considerando a relaçâo de absorvância 260/280 para estimar o 
grau de pureza da preparação (1 ,8 no caso de ADN puro e 2.0 para o ARN) . 
Utilizaram-se dois modelos de espectrofotómetros: GeneQuant de Pharmacia e 
Shimadzu UV-Visible, modelo UV-160. Por vezes, a fluorescência da amostra 
misturada com brometo de etidio (1 J,Jg/mL) e irradiada com luz ultravioleta era 
comparada com a de amostras de ADN preparadas da mesma forma e de 
concentração conhecida. Em ambos os casos seguiram-se os critérios descritos nos 
manuais de laboratório (Sambrook, 1989). 
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2.8.5 - Digestão com endonucleases de restrição 

A digestão com endonucleases de restrição permite a caracterização fisica de 
fragmentos de ADN e é uma etapa necessária para a construção de moléculas 
recombinadas. 

o tratamento das amostras de ADN com enzimas de restrição realizou-se 
seguindo as recomendações especificadas pelos fornecedores comerciais 
(Boehringer Mannheim, Amersham , Promega e Fermentas) e as generalidades 
descritas nos manuais de laboratório (Sambrook, 1989; Maniatis , 1982). 

A análise dos fragmentos foi realizada em electrofórese com geis de agarose. 

2.8.6 - Tratamento com fosfatase alcalina 

Este tratamento foi levado a cabo para eliminar os grupos fosfato dos 
extremos 5' dos plasmideos linearizados, impedindo assim a sua religação. Para tal, 
utilizou-se o seguinte método: 

o plasmídeo linearizado foi incubado com fosfatase alcalina (Boehringer) , 
numa proporção de uma unidade de enzima por I1g de ADN , em tampão Tris-HCI 50 
mM pH 8.0 durante 30 minutos a 37 °C, ou então adicionando uma unidade da 
enzima à mistura de digestão do ADN com endonucleases de restrição durante os 
30 minutos finais da incubação a 37 °C. 

o plasmídeo desfosforilado foi submetido a electrofórese em gel de agarose 
e recuperou-se a banda desejada mediante fixação do ADN a uma matriz de sílica , 
utilizando o "kit" Gene clean /I como se descreve na secção 2.8.8. 

2.8.7 - Electrofórese de fragmentos de ADN 

A separação dos fragmentos de ADN em função do seu tamanho 
realizou-se mediante electrofórese em geis de agarose, preparados na 
concentracção adequada ao tamanho dos fragmentos a separar (entre 0.6 e 2% , 
segundo os casos). A migração realizou-se a corrente constante (40-100 V). Os 
tampões usados foram TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) ou TBE (Tris-Borato 
90 mM, EDTA 2 mM pH 8.0) e nos geis adicionou-se brometo de etídio (0 ,5 I1g/mL) 
para visualizar as bandas de ADN através de iluminação ultravioleta. Nalgumas 
aplicações a tensão foi posterior ao desenvolvimento da electroforese, colocando-se 
o gel numa solução de brometo de etídio e TAE durante 20-30 minutos com 
posterior lavagem durante uns instantes em água. Os geis foram iluminados com luz 
ultravioleta e fotografados para uma película Polaroid 667. Para o registo de estudos 
mais rotineiros , ou sempre que foi necessário, as imagens eram captadas com uma 
câmara digital , manipuladas mediante um analisador de imagem, e impressas em 
papel térmico. 
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2.8.8 - Purificação de fragmentos de ADN 

o isolamento e a purificação de fragmentos específicos de ADN , de 
tamanhos compreendidos entre 0.2 e 5 kb, realizaram-se cortando a banda de 
agarose que continha o fragmento de interesse, a partir de geis feitos com TAE e 
bem processados. Os fragmentos eram depois submetidos a um tratamento com o 
"Gen Clean Kit" (Bio1 01, La Jolla, California) seguindo as instruções do fabricante. 
Para os fragmentos entre 50 e 400 pb o seguiu-se o "Kit" "MEraid R kit" do mesmo 
fabricante. 

O fundamento deste método é, resumidamente, o seguinte: o ADN adere 
primeiro por adsorção a uma matriz de sílica e fica depois livre, em condições 
controladas. 

2.8.9 - Construção de plasmídeos recombinados 

As moléculas recombinadas obtiveram-se mediante a combinação de 
fragmentos de ADN purificados (sendo sempre um deles um vector molecular). 
Quando os extremos do vector eram compatíveis, este tratava-se sempre com 
fosfatase alcalina ("Calf Intestine Alkaline Phosphatase", Boehringer) para eliminar 
os grupos fosfato da extremidade 5' de cada filamento e impedir assim a religação 
do vector. Quando foi de interesse converter os extremos rombos em extremos 
protuberantes, utilizou-se o fragmento Klenow da DNA polimerase I de E coli ou a 
nuclease Si de Aspergillus oryzae, Na reacção de ligação utilizou-se a ADN ligase 
do fago T4 (Boehringer). 

A mistura da ligação utilizou-se para transformar directamente E coli e 
recuperar os plasmideos recombinados . 

Os tratamentos com as enzimas anteriormente referidas levaram-se a 
cabo seguindo os protocolos habituais (Maniatis et ai., 1982) e as recomendações 
dos fornecedores. 

2.8.10 - Sequenciação de fragmentos de ADN 

A sequenciação dos fragmentos de ADN descritos ao longo deste 
trabalho realizou-se com um equipamento de sequenciação automática da 
Universidade de Salamanca, utilizando um sistema ABI PRISM 377 DNA sequencer 
de Perkin Elmer. 
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2.8.11- Construção de genotecas parciais de ADN genómico 

A construção de genotecas parciais da levedura Y. /ipo/ytica realizou-se 
clonando moléculas de ADN de diferentes tamanhos nos plasmideos pBluescript 
KS+ ou SK+ Para isso, digeriu-se o ADN total com as enzimas adequadas, e os 
produtos da digestão separaram-se por electrofórese em geis de agarose 
preparados a 0.8% em TAE. A fracção, que continha os tamanhos de interesse, 
purificou-se por Genec/ean™ Por outro lado, digeriu-se o vector com a mesma 
enzima e defosforilou-se com GIP para impedir a sua religação, purificando-se 
depois da mesma forma que se fez com o ADN genómico. 

A reacção de ligação fez-se com diferentes relações enxerto/vector e 
transformaram-se células competentes de E.co/i. Os transformantes seleccionaram­
se e guardaram-se em glicerol da mesma forma descrita anteriormente. 

2.9- REACÇÕES DE AMPLIAÇÃO POR PCR 

A reacção em cadeia da polimerase (PGR) converteu-se numa ferramenta de 
grande valor para os biólogos moleculares. No nosso trabalho , a PGR utilizou-se 
com várias finalidades com diferentes modificações. Embora a seguir se descreva o 
protocolo geral utilizado, os diferentes parâmetros variaram em cada caso para 
optimizar a reacção em função da temperatura de anilhamento dos 
oligonucleotídeos, do tamanho do fragmento a ampliar, etc .. 

Das variações ao protocolo geral destacamos as seguintes: 

• PCR inversa 
A PGR pode ser utilizada para clonar um fragmento de ADN genómico que 

possua uma seqência conhecida. Para isso digeriu-se o ADN genómico com uma 
enzima de restrição que não corte na sequência . De seguida , religou-se o produto 
dessa digestão de modo a obterem-se uma série de fragmentos circulares de ADN 
genómico. Ao efectuar uma PGR utilizando oligos divergentes nos extremos da 
sequência conhecida, ampliou-se um fragmento de ADN que possui as zonas de 
ADN adejacentes á sequência de partida, mas unidas ambas pelo sitio de corte 
reconhecido pela enzima de restrição utilizada . 

• "Touchdown" PCR 
A PGR é uma técnica muito utilizada para clonar genes por homologia. 

Baseia-se no mínimo tamanho das regiões homologas de uma família de proteínas, 
necessário para desenhar os cevedores e na possibilidade de construir oligos 
degenerados. O seu maior inconveniente relaciona-se com o considerável número 
de sequências artefacluais que se podem produzir. Para evitar este problema , os 
dois aspectos que tem maior importância são os seguintes: 
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Selecção de oligonucleotídeos 

Os princípios gerais que se seguiram para o desenho de oligonucleotídeos 
foram (Latchman, 1992): 

1.- Seleccionar sequências altamente conservadas na família de proteínas para o 
desenho de oligonucleotídeos. 

2.- Eleger degenerações mínimas. Fragmentos que contenham Metionina ou 
Triptofano são muito adequados porque são codificados por codões únicos. Pelo 
contrário , fragmentos ricos em Leucina , Arginina ou Serina (codificados por 6 
codões) podem incrementar enormemente a degeneração do oligonucleotideo. 

3.- Estudar a utilização preferencial de codões do organismo com que 
trabalhamos . Estatisticamente nem todos os possíveis tripletos que podem 
codificar um aminoácido são utilizados com a mesma frequência. Alguns desses 
tripletos apenas são utilizados e podem ser desprezados. 

4.- O mais importante para a especificidade do oligonucleotídeo é o extremo 3', 
pelo que se deve procurar que seja o menos degenerado possível. 

5.- Quando existem várias zonas de homologia numa família de proteínas, podem 
desenhar-se vários pares de oligos e utilizá-los de forma cruzada. 

Tabela 2.8 - Lista das secuências dos oligonucleotídeos utilizados neste trabalho. 

Nome Sequência 

LIP-I l 

LIP-21 

TIC NG G:....l\. A1C 

T C C T 
T 

c.a:: me A'IG me 
T T T 
_" G G ........................•..•.•.•.. _ .. _ ..... __ ._ .. 

o::::A TIT 
C C 
T ...... _. 

'KG A1C 

T 

crI' 

C 

TI\C ffiA. 

T C 

T 

G"C CTT me 'KG me 
LIP-3! A G A G A 

ICC ICC G'A 

A 
C _"A. 

'KG CTT MA CIG 'KG mI' 
LIP-4! G G G T G A 

A A 

a; 

. ......... _ .... _.-

A:Cil 1'.cr CG: Nr. Gi".cru GCC ...................... . 

:~C2Tc:rr;iCTe:.;:riXG rnccr 
- A:i:3 T -NiC-ib. 'IG.~-crA- o::AiXC-­

ÃI:4T ·····mca:c--KGC;;X- CD::OC---
ACs J- ·· Ci::iAccr GTI cn: 1'1'." (GI' ÃI:6T .......... .. .............. TG:; ACG ici Tl\C ;;.m········GiG· 
ÃC7T-- ···GITCCA- Nr, 1'ill'CCA-c:m 
AL-8 r 'KG AAC cn: cm G.>G A'IC 

- AL-9 r----- 'IGI'-Gi:- 'II:ir. GIG CAT G."C-----
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Na Tabela 2.8 representa-se a sequência dos oligonucleotideos utilizados no 
nosso trabalho e indica-se o nome utilizado como referência e a sequência no 
sentido 5' a 3'. As setas indicam o sentido em que hibridam com a cadeia que 
contém o marco de leitura aberto (indica 5' a 3' para baixo e 3' a 5' para cima) . 

Os oligos LlP 1 a LlP 4 foram utilizados em reacções de PCR; os oligos 
AL 3 a AL 9 utlizaram-se em reacções de sequênciação, enquanto que os oligos AL 
1 e AL 2 se utilizaram em ambas as reacções. 

B) Condições da PCR 

Em geral , a menor temperatura de anilhamento produz-se uma maior 
ampliação não especifica , dependendo da degeneração dos oligos . O método 
chamado " Touchdown peR" (Don et ai., 1991 citado em Latchman, 1992) reduz 
esta ampliação inespecifica. Neste procedimento, os ciclos de ampliação começam 
com uma temperatura de anilhamento superior à calculada para os oligos utilizados. 
A temperatura de anilhamento diminui depois 0.5 ou 1 °C em cada ciclo até 
completar a PCR. Este método favorece uma ampliação muito especifica nos 
primeiros ciclos da PCR conferindo vantagem à sequência ampliada relativamente a 
outas sequências que possam ampliar-se de forma não especifica nos restantes 
ciclos. 

A reacção de ampliação com a enzima Taq polimerase (conhecida como 
"Reacção de polimerização em cadeia" ou PCR) realizou-se num termociclador 
Perkin Elmel® 2400. As condições programadas foram: 

1. Desnaturação do ADN molde a 93 °C durante 3 minutos. 

2. 30 ciclos com os seguintes passos: 

==> anilhamento (1 minuto a 40 °C, na maioria dos casos) 
==> extensão (1 minuto a 72 °C) 
==> desnaturação (1 minuto a 95 °C). 

3. Extensão prolongada a 72 °C durante 5 minutos. 

4. Conservação da reacção indefinidamente a 4°C. 

Estas condições foram modificadas ligeiramente em função da 
temperatura de fusão média calculada para cada par de oligonucleótidos segundo 
uma fórmula aconselhada pelos manuais de laboratório (Innis , 1990; Maniatis, 
1982): 

Tr = 81.5 + 16.6 . log I + 0.41 (% G + C) - (6001N) 
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Em que: 

Tf = Temperatura de fusão 
I = Força iónica do meio de reacção (neste caso 0.006 (M)) 
G e C = número de cada uma destas bases em cada oligonucleotideo 
N = Comprimento da cadeia a ampliar. 

Geralmente, na reacção de ampliação, aconselha-se a utilização de uma 
temperatura 10 °C inferior à calculada por esta fórmula. 

A reacção continha 100 picomoles de cada oligonucleotídeo iniciador, 50 
ng de ADN molde, 20 picomoles de cada dNTP e 1,5 unidades de Taq polimerase 
de Thermus aquaticus (Boehringer Mannheim), em 100 ~L de solução tamponada. 

o resultado da reacção de ampliação analisou-se mediante electroforese 
em geis de agarose. O ADN ampliado era purificado a partir de um gel de agarose 
mediante "Geneclean Kit" anteriormente descrito (secção 2.8.8). 

2.10- Hibridação de ácidos nucleicos 

• Preparação de sondas marcadas radioactivamente 

A marcação radioactiva dos fragmentos de ADN realizou-se mediante o 
procedimento de "Random priming" utilizando o "k it" de Boehringer "Random 
primed ADN libell ing kit" L32P) dCTP (radiactividade específica> 3.000 Cilmmol) , 
como nucleotídeo marcado e um "k it" de marcação da Boehringer Manheim , 
seguindo as recomendações dos fornecedores . 

• Detecção de sequências específicas de ADN (Southern-blot) 

As hibridações ADN-ADN realizaram-se mediante um método descrito por 
Southern (Southern, 1975): 

1. Depois de digerir o ADN genómico (2-5 f.lg) ou plasmídico (1 -10 ng) com as 
enzimas de restrição adequadas , os fragmentos separaram-se mediante 
electroforese em geis de agarose preparados a 0,7%. 

2. O gel com os fragmentos separados tratou-se com HCI 0.25 N durante 15 
minutos para romper os fragmentos de maior tamanho de ADN em fragmentos 
de menor comprimento e depois desnaturalizou-se com NaOH 0.5 N, NaCI 1.5 
M durante 30 minutos. 

3. Seguidamente realizou-se por capilaridade, durante 12 horas com NaOH 0.25 
M, NaCI 1.5 M, a transferência dos fragmentos de ADN para uma membrana de 

60 



Materiais e Métodos 

Nylon (HYBOND, Amersham®). Após a transferência , a membrana foi lavada 
brevemente com 2x SSC (NaCI 15 M, citrato de sódio 1.5 M). 

Por vezes , a transferência foi realizada a vácuo com um sistema 
Vacugene XL ™ de Pharmacia·LKB® ligado a uma bomba de vácuo de 60 mBar 
de pressão. Neste caso fizeram-se passar de maneira sequencial , através do gel 
e da membrana de Nylon, as seguintes soluções: 

=> HCI 0.25M durante 6 minutos. 
=> NaOH 1 M; NaCI 1.5 M durante 8 minutos. 
=> Tris/HCI 0.5 M, pH7.2; NaC11.5 M durante 6 minutos. 
=> 20 X SSC (NaCI 3 M, citrato trisódico 0.3 M) durante 60 minutos. 

4. O ADN fixou-se á membrana secando esta numa estufa a 60 °c durante 5 
minutos e expondo-a posteriormente à luz ultravioleta com 120 mJ (numa 
câmara de ultravioleta UV Stratalinker™ 2400 de Stratagene®). 

Quando estávamos seguros de que o ADN estava fixado à membrana 
começou-se a pré-hibridação e o método de hibridação com uma sonda de ADN. As 
incubações realizaram-se colocando a membrana e as soluções em tubos cilíndricos 
de Amersham/LlFE SCIENCE, e estes em fornos de hibridação com um suporte 
rotativo: 

1. A pré-hibridação levou-se a cabo com uma solução que continha 4X SSC, 
SOS 0.1 %, 5x Reagente Denhardt (Ficoll 0,02%, polivinilpirrolidona 0.02% e 
albúmina de soro bovino 0.02%.), Tris/HCI pH 7.5, ADN de esperma de 
salmão 100 I-Ig/mL e formamida a 50%. As membranas com o ADN fixo eram 
então colocadas , juntamente com a solução de pré-hibridação, nos tubos 
cilindricos, onde se incubaram durante um período mínimo de 1 hora a 42 °c. 

2. A hibridação levou-se a cabo com uma solução que continha a mesma 
composição da solução de pré-hibridação mais 10 % de dextra no sulfato. A 
esta solução adicionou-se a sonda radioactiva desnaturada (por aquecimento 
a 100 °C durante 5 minutos) e incubou-se posteriormente a 42 °C durante 
pelo menos 6 horas. 

3. Depois da hibridação as membranas lavavam-se 2 vezes com 2XSSC , 
SOS 2% e 2 vezes com 2XSSC , SOS 0.2%, durante 15 minutos a 42 °C. 

4. A presença dos fragmentos de ADN que hibridavam especificamente com a 
sonda foi visualizada pela impressão que produz a radiacção p, que emite o 
isótopo radioactivo da sonda, sobre uma película Hiperfilm HP (Amersham®). 
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• Detecção de clones positivos a partir de genotecas 

Para analisar clones de genotecas, as células foram crescidas em placas 
de LB suplementadas com ampicilina, e fizeram-se réplicas em filtros de 
nitrocelulose (Millipore) . 

1. As colónias transferidas para os filtros lisaram-se mediante sucessivas 
incubações de 5 minutos destes filtros sobre papel Whatman 3MM, 
saturados com as seguintes soluções: 

=;SOS a 10%. 
=; Solução de desnaturação (0.5 N NaOH, NaCI 1.5 M). 
=; Solução de neutralização (1.5 M NaCI, 0.5 M Tris-HCI pH 7.4). 
=;SSC 2X. 

Evitou-se, tanto quanto foi possível, a mistura das soluções mediante 
secagens intermédias das membranas. 

2. Posteriormente, o AON fixou-se por aquecimento a 80 °C durante uma hora 
a vácuo. 

3. Os filtros lavaram-se com 5X SSC, 0.5% SOS e 1 mM EOTA durante 30 
minutos a 50°C, para eliminar os restos celulares e a seguir procedeu-se à 
sua hibridação tal como foi descrito anteriormente. 

• Detecção de ARNrn (Northern-blot) 

As análises de "Northern-blot" (Vrati, 1987) levaram-se a cabo com o 
seguinte procedimento: 

1. As amostras de ARN (10 I-Ig) obtidas como se descreve no secção 2.8.3 
liofilizaram-se e ressuspenderam-se, cada uma delas, em 16 I-IL de tampão 
desnaturalizante (para 10 mL de solução misturaram-se: 5 mL de formamida , 
1.62 mL de formaldeído a 37 %, 1 mL de tampão MOPS 10 X e 2.4 mL de 
H20 Milli-Q estéril tratada com OEPC). 

2. Aqueceram-se a 65°C, durante 10 minutos para desnaturar as estruturas 
secundárias formadas pelo ARN e adicionaram-se, em gelo, 4 I-IL de tampão 
de carga 5 X (Azul de bromofenol, 0.1 mg/mL e Glicerol a 50 % em H20) . 

3. Seguidamente submeteram-se as amostras a electrofórese em geis de 
agarose preparados a 1 % em tampão MOPS-Formaldehido, obtido da 
seguinte forma: 
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~ Misturaram-se 2.5 g de agarose, 25 mL de tampão MOPS 10 X (MO PS 
(ácido 3-[N-morfolino] propano sulfónico) 0.4 M, pH 7.0; acetato de 
sódio 0.1 M; EDTA 10 mM) em 196.4 mL de HzO mMlli-Q estéril tratada 
com DEPC. 

~ Aqueceu-se esta mistura até à ebulição para fundir completamente a 
agarose, agitando constantemente. 

~ Deixou-se arrefecer a mistura até aos 50 °C e misturou-se com 28.6 
mL de formaldeido a 37%. Quando a mistura pareceu estar 
suficientemente homogénea, verteu-se sobre a bandeja do dispositivo 
de electroforese. 

~ Deixou-se solidificar o gel à temperatura ambiente durante pelo menos 
30 minutos. 

4. Seguidamente as amostras foram submetidas a electrofórese, aplicando uma 
corrente constante de 5 a 7 volt/cm durante 5 horas e á temperatura 
ambiente. A resistência do gel e a do tampão garantiam que com essa 
voltagem se dissipava o calor necessário para manter suficientemente alta a 
temperatura da cuveta de electroforese evitando assim que a renaturalização 
do ARN . 

5. Ao fim de duas horas interrompeu-se brevemente a electrofórese, para 
remover manualmente, com a ajuda de um pequeno copo de precipitação, o 
tampão, a fim de assegurar uma força iónica homogénea no tampão. 

Depois da electrofórese, o ARN era transferido por capilaridade para 
membranas de nylon (Hybond-NTM , Ammersham/LlFE SCIENCE), utilizando 
como solução salina de arrraste 20 x SSC . 

6. As membranas de nylon pré-hibridaram-se durante 4 horas com 20 mLl100 
cmz de um tampão que continha: 

~ 50% de formamida desionizada 
~ 10 x Denhardt's 
~ TRIS/HCI, pH 7.5, 50 mM 
~ NaCI1M 
~ 0.1 % de pirofosfato de sódio 
~ 1% de SOS 
~ 10% de Dextrano sulfato (adicionado no final, incubando 20 minutos a 

65 °C para conseguir dissolvê-lo) . 
~ 0.1 mg/mL de ADN de esperma de salmão submetido a 100 °C durante 

10 minutos. 

7. A hibridação desenrolou-se durante 16 a 36 horas, a 42 °C, com 10 mLl100 
cm 2 de um tampão igual ao de pré-hibridação, mas que continha, além disso, 
dextrano sulfato para além da sonda marcada e desnaturada . 
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8. A limpeza dos filtros efectou-se com 2 lavagens de 150 mL de 2 X sse 
durante 5 minutos à temperatura ambiente, seguidas por outras duas 
lavagens de 45 minutos a 65 oe em 2 X sse e SOS a 1 %. Deixou-se 
arrefecer à temperatura ambiente durante 5 minutos e efectuou-se outras 
duas lavagens finais de 30 minutos com 0.1 X sse, auto-radiografando-se de 
seguida. 

Por vezes, estes filtros eram submetidos a processos de hibridação com 
várias sondas diferentes, pelo que foi necessário eliminar a sonda anteriormente 
utilizada, sendo isto possivel apenas quando a membrana permanecia humedecida. 
Para recuperar as membranas, verteram-se sobre os filtros 200 mUi 00 cm 2 de 
uma solução de SOS a 0.1 % em ebulição, e deixaram-se arrefecer à temperatura 
ambiente mantendo uma agitação constante. 

2.11- TÉCNICA DE INTERRUPÇÃO GENÉTICA" POP OUT" 

A técnica de interrupção genética designada por "pop out" utiliza-se para 
interromper um fragmento genómico de ADN sem necessidade de que exista uma 
substituição genética. Para isso utilizou-se um método descrito por Boeke, (1987) . 
Nesta técnica , faz-se a integração no genoma de um plasmideo que possui o gene 
URA3 como marcador de selecção, e uma cópia deleccionada do gene que se 
pretende interromper. A integração produz-se por recombinação homóloga sendo 
favorecida pela linearização do plasmideo. 

Fizeram-se crescer os transformantes que possuiam a integração 
correcta, em meio rico, onde a ausência de pressão selectiva faz com que 
sobrevivam os casos em que se produzem fenómenos de recombinação que 
conduzem à perda do marcador URA3. 

A recombinação pode ocorrer de tal forma que deixa no genoma a copia 
salvagem do gene ou a cópia interrompida. A selecção destes clones efectua-se 
crescendo os transformantes num meio com ácido 5 fluororótico (5 .FOA) , que 
resulta tóxico para as células que possuem o gene URA3 . Assim , neste meio, só 
crescerão os recombinantes que expulsaram o gene URA3. 

2.12 - MICROFOTOGRAFIA 

As microfotografias que ilustram este trabalho foram tiradas num microscópio 
Leica DRMXA, ligado a um sistema de digitalização de imagens Leica Q550eW 
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2.13- ANÁLISE MEDIANTE TRATAMENTO INFORMÁTICO 
DOS DADOS OBTIDOS 

• Sequências de ADN e proteínas 

A análise das sequências de ADN e das sequências de proteinas 
derivadas a partir da região codificante do gene correspondente, realizou-se por 
duas vias: 

a) Programas informáticos locais 

Para a edição básica das sequências utilizaram-se os programas 
DNASIS TM e PROSISTM (Pharmacia®, Hitachi®) (Pustell , 1982), enquanto que para 
a edição detalhada das sequências , assim como para as comparações de 
sequências, etc. utilizou-se o programa DNASTAR TM , (cópia de demonstração 
enviada por DNASTAR, Lld. Abacus House®, Manor Rd. , West Ealing London 
W130AS Reino Unido). 

As caracteristicas fisico-químicas das proteínas, tais como os pontos 
isoeléctricos e a previsão de sítios de processamento do péptido sinal e outros sítios 
de processamento típicos analisaram-se com o programa PC/Gene™ 
(Intelligenetics® Inc.). 

Também se utilizaram vários pacotes informáticos de domínio público , 
distribuídos por diversas Universidades, para analisar outras características menos 
importantes das sequências. 

As árvores filogenéticas representaram-se e calcularam-se utilizando o 
programa Phylip (Felsenstein , 1995), a partir dos dendrogramas obtidos das 
comparações mediante o algoritmo de CLUSTAL. 

Os parâmetros relacionados com o desvio ao uso de codões em cada 
gene calcularam-se com o programa CODONS (Lloyd, 1992) e com o programa 
CodonBiaslndex, distribuído pelo EBI (European Bioinformatics Institute) . 

Para a representação das estruturas tridimensionais das proteínas , a 
partir dos datos cristalográficos depositados no Protein Data Bank, ou aqueles 
elucidados pelo sistema SwissModel, utizaram-se os programas Molview 1.1 (Smith , 
1995) , Swisspdbviewer e Rasmol 2.5 . 

Os esquemas das construções plasmídicas realizaram-se com Gene 
Construction KiFM (Textco® Inc.). 
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b) Acesso a servidores da Internet 

Utilizou-se o pacote informático GCG-Wisconsin do Centro Nacional de 
Biotecnologia da Universidade Autónoma de Madrid (telnet:!/samba.cnb.uam.es) 
para localizar domínios de união a factores de transcripção e para fazer algumas 
comparações simples. 

Recorreu-se ao European Bioinformatics Institute sempre que foi 
necessário obter dados de alguma sequência registada nas bases de dados de ADN 
(EMBL) ou proteínas (SWISS-PROT), em http://www.ebi.ac.uk. Neste mesmo 
servidor, levaram-se a cabo comparações de sequências de ADN e proteínas 
mediante o algoritmo implementado (Pearson, 1988) no programa FASTA, assim 
como as predicções da estrutura secundária das proteínas. Também se efectuou 
neste servidor um registo "on line" da sequência de ADN do gene YIL/P3. 

Para a localização teórica de domínios transmembranares nas 
sequências de proteína, assim como domínios envolvidos nas vias de secrecção, 
utilizaram-se programas de análise em: 

=; "Psort" em http://psort.nibb.ac.jp/index.html 
=; "Tmpred" em http://ulrec3.unil.ch/softwareITMPRED_form.html 
=; http://absalpha.dcrt.nih.gov:8008/otherservers. htm I 
=; 'Tmap" em http://www.embl-heidelberg.de/tmap/tmap_sin .html 

Alguns sítios de união a factores de transcripção localizaram-se 
analisando a região promotora do gene YIL/P3 em: 

=; "TESS" em http://agave.humgen.upenn.edu/tess/index.html 
=; "TRANSFAC" em http://transfac.gbf-braunschweig.de/ 

As previsões das estruturas secundárias das proteínas realizaram-se 
num sistema de redes neurais do EMBL: 

=; .. PredictProtein ... em .http://www.em.blheidelberg.de/predictprotein/predi 
ctprotein.html. 

A elucidação da estrutura terciária das proteínas realizou-se no servidor 
de GLAXO do Biomedical Research Institute da Suiça. 

=; "SwissModel" em http://expasy.hcuge.ch/swissmod/ SWISSMODEL. 
Html 

Os dados referentes ao uso de codões de cada microorganismo 
actualizaram-se periodicamente desde: 

=; "CUTG" em http://www.dna.affrc.go.jp/-nakamura/codon.html 
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Outros sistemas de análise foram localizados a partir de: 

=} "Amo' s"em http://expasy.hcuge.h/www/amos_www_links.html 
=} Pedro's"em http/www.fmi.ch/biology/research_tools.html 

.Pesquisas bibliográficas 

As referêcias bibliográficas foram-se recopilando periodicamente a partir 
das bases de dados centrais (MEDLlNE TM, Current Contents TM, Life Sciences TM) da 
Universidade de Salamanca, acedendo a elas através dos sistemas de busca 
Macspirs ™ y Winspirs ™ (Silverplatter® Inc.). 

Alguns dados de referê ncias bibliográficas com mais de 10 anos 
obtiveram-se na Internet, através de: 

=} "Healthgate" em http://www.healthgate.com/ 
=} "Entrez" em http://www3.ncbi .nlm.nih .gov/htbin/enf/entrezmCOMPLEX 
=} "CARL" em http://www.carl.org/ 
=:> "UnCoverWeb" em http://uncweb.carl.org/ 

Apesar das direcções URL da Internet referidas se poderem conservar 
durante algum tempo, é provável que, por diversas razões , mudem de localização. 
Por isso, recomendamos que se actualizem acedendo directamente à direcção 
antiga ou através de algum motor de pesquisas co mo "Altav ista" 
(http://a ltavista.digita l.com) o qual ficará registado colocando a palavra chave á 
frente de cada direcção. 

2.14 - OUTROS PRODUTOS UTILIZADOS 

A ampicilina utilizada foi de Boehringer Mannheim (Alemanha) e a 
tetraciclina de Sigma Chemical Coo (St. Louis, USA) . 

As enzimas utilizadas para as experiências de restrição ou modificação 
de ácidos nucleicos, foram obtidas de Boehringer Mannheim (Alemanha) ou de 
Amersham (Inglaterra). A agarose que utilizámos era de Sigma Chemical Coo (St. 
Louis, USA). 

Os produtos necessários para preparar geis de acrilamida (acri lamida, 
bisacrilamida e TEMED) foram fornecidos por Biorad (Richmond, USA). A ureia foi 
de IBI (New Haven, USA) ou de Boehringer Mannheim (Alemanha). 

Os restantes produtos e reagentes químicos utilizados foram sempre de 
qualidade analítica. 
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3.1- OPTIMIZAÇÃO DO CRESCIMENTO CELULAR E DE 
ACTIVIDADE LlPÁSICA DE Yarrowia /ipo/ytica 

A existência de actividade Iipásica em Yarrowia /ipo/ytica está bem registada 
na bibliografia como se descreve na secção 1.3.4 da Introdução, no entanto, as 
discrepâncias observadas devidas à utilização de diferentes estirpes e/ou 
metodologias levaram-nos a realizar alguns estudos preliminares sobre condições 
de crescimento celular e de actividade lipásica e esterásica em meios sólidos e 
líquidos com o fim de estabelecermos as metodologias e os meios de indução mais 
adequados aos objectivos que nos propunhamos alcançar. 

3.1.1 - Actividade lipásica em leveduras 
Num desses estudos foi comparada a actividade lipásica entre estirpes 

selvagens de Yarrowia lipo/ytica, K/uyveromyces /actis e Saccharomyces cerevisiae. 
Em placas de Petri com o meio de cultura, Glucose-Agar-Tributir ina, descrito em 
Materiais e Métodos, foram semeadas gotas de 10 IlL de suspensões que 
continham 107 células e que tinham sido recolhidas de meios líquidos definidos. 

Incubaram-se a 28 oe e ao longo do crecimento foram analizados os aspectos 
das colónias fazendo-se medições dos halos de actividade. 

r---------------,r----.. - ------- - - - - -----, 

• '2 
·0 

'8 
• ~ 
''C , 
o .. 
C 

~ -, 
~ 

30 52 75 102 
Tem de cultura horas ' 

Figura 3.1 - Placa de culturas em meio sólido com: A) Yarrowia IipoJytica, B) KJuyveromyces 
Jactis e C) Saccharqmyces cerevisJae. O gráfico ao lado representa as medições ao longo do 
crescimento de: Yarrowia lipo/ytica (O), Saccharomyces cerevisiae (O) e KJuyveromyces /actis (O). 

68 



es ta os 

Ao romper-se a emulsão opaca formada pela tributirina e pela água forma-se 
um halo translúcido cujo tamanho depende do tempo de incubação. A actividade foi 
quantificada medindo o diâmetro da colónia e o diâmetro do halo calculando-se a 
seguir o cociente entre o diâmetro ao quadrado do halo e o diâmetro ao quadrado da 
colónia , aceitando-se este valor como uma estimativa da actividade enzimática 
relactiva das células da colónia. Os diâmetros elevaram-se ao quadrado por se tratar 
de uma comparação de áreas de circulos. 

Como se pode observar na Figura 3.1 as esti rpes de K/uyveromyces fac/is e 
Saccharomyces cerevisiae apresentam uma actividade lipásica muito residual. Por 
seu lado, as colónias de Yarrowia /ipo/y/ica , não só , apresentam um crescimento 
muito superior como um halo de actividade lipásica considerável. 

3.1.2- Selecção da estirpe a utilizar 
Em estudos realizados pelo grupo de investigação foram inoculadas em iguais 

condições diferentes estirpes de Yarrowia /ipo/y/ica em meios sólidos de diferente 
composição Glucose-Agar-Tributirina e Agar-Tributirina (Secão 2.3.3 de 
Materiais e Métodos). Semearam-se gotas de 5 IlL de suspensões celulares, de 
cada uma das estirpes, contendo 5.106 células e fizeram-se medições de halos de 
actividade após 48 horas de crescimento a 28 °C. Os resultados desses estudos 
representam-se na Tabela 3.1. 

Tabela 3.1 - Valores dos diâmetros ao quadrado de halos de actividade divididos pelo 
diâmetro ao quadrado das colónias de várias estirpes de Yarrowia /ipo/ytica . 

Estirpe d2 halol d2 colónia d2 halol d2 colónia 
(com Glucose) (sem Glucose 

JM-12 I 2.4 I 4.4 
INAG135668 2.3 I 4.3 
INAG135667 2.3 I 2.6 

W29 2.4 I 5.2 
SA-1 2.3 I 2.6 

As diferenças de actividade observadas entre as diferentes estirpes 
analisadas não são muito significativas e a repressão que se observa por parte da 
glucose parece afectar na mesma medida a todas as estirpes (Kawasaki e/ ai, 1995 ; 
Ruschen e/ a/., 1982; González, 1997). Em trabalhos futuros decidiu-se uti lizar a 
esti rpe INAG 135668 por ter sido utilizada para isolar o primeiro gene que codifica 
para lipases nesta levedura e assim poderem-se estabelecer melhores 
comparações . 

3.1.3 - Condições de crescimento de Yarrowia lipo/ytica 
Com o objectivo de determinar a influência da fonte de carbono no 

crescimento celular de Yarrowia /ipo/ytica a estirpe INAG 135668 desta levedura foi 
crescida nas mesmas condições em dois meios contendo um glucose (MM-
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Glucose) e o outro azeite (MM-Azeite), cuja composição se descreve na secção 
2.2.4 de Materiais e Métodos. Esperava-se um crescimento mais retardo no 
substrato azeite por se tratar de um substrato que tem de ser hidrolizado 
previamente, antes de penetrar no interior celular e por isso mais dificil de assimilar. 
Como se pode observar nas curvas de crescimento da Figura 3.1 não se registam 
diferenças significativas nos crescimentos nestes dois meios. O resultado observado 
pode ser explicado pelo facto de o azeite e as gorduras em geral poderem ser 
substratos naturais desta levedura . 
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Figura 3.1 - Cresimento celular de Yarrowia lipolytica (INAG 135668) no meio MM·Glucose (O ) 
e no meio MM-Azeite ( II ). 

3.1.4 - Actividade Iipásica em células de Yarrowia Iipo/ytica 
Com o objectivo de determinar se a actividade lipásica era induzida com 

azeite, cresceram-se células de Yarrowia /ipo/ytica em meios de cultura com glucosa 
MM-Glucose e com azeite MM-Azeite (ver Materiais e Métodos). Em ambos os 
casos foram utilizadas como pré-inóculo células pré-cultivadas no meio YED até à 
fase exponencial de crescimento (16-18 horas). As células eram recolhidas, lavadas 
com água ultrafiltrada estéril e ressuspensas, nos matrazes com os meios de cultivo 
definidos, numa concentração de 107 células/mL. 

As células recolhidas em diferentes tempos de crescimento eram separadas 
do sobrenadante de crescimento por centrifugação e após lavagem com tampão 
fosfato pH 7.2, 10mM, repartidas em alíquotas. 
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Algumas destas alíquotas eram utilizadas para obter extractos celulares, 
separando-se o sobrenadante de ruptura das células rebentadas (paredes 
celulares) . 

Quando se recolhiam as amostras acompanhavam-se também os 
crescimentos celulares por contagem das células em câmara "Thoma" ou por 
medição da densidade óptica a um comprimento de onde de 600 nm. Estes valores 
eram depois relacionados utilizando uma recta padrão. 

a) Importância de tamponar os meios de cultura 
Pode-se comprovar em repetidas experiências que a indução da actividade 

lipásica verificada quando as células crescem em meio com azeite só se mantêm se 
o meio de cultura estiver tamponado com Tris/HCI, pH 7.2, 200mM. Provavelmente 
porque a proteína com actividade lipásica sofre desnaturação quando se encontra 
livre em meios de cultura não tamponados que resultam ser relactivamente ácidos. 
Na Figura 3.3 representam-se graficamente os valores de pH em sobrenadante de 
crescimento de Y.Lipo/yfica crescida num meio de cultura com azeite (MM-Azeite) 
sem tamponar e no mesmo meio tamponado com Tris-HC1200mM pH 7.2. 
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Figura 3.3 - Medida de pH de sobrenadante de crescimento de Yarrowia lipo/ytica crescida 
num meio com azeite (MM-Azeite) sem tamponar (ô) e no mesmo meio tamponado com Tris­
Hei 200mM pH 7.2 (O). 
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b) Actividade lipásica em diferentes tempos de cultura 
Foi medida a actividade lipásica em células de Yarrowia /ipo/ytica de 

diferentes tempos de cultura crescidas em MM-Azeite e em MM-Glucose. Os 
resultados destas actividades obtidos mediante técnica titrimétrica com substratos 
emulsionados sigma /ipase substrato (SLS) e tributirina apresentam-se nos gráficos 
da Figura 3.4. O sigma /ipase substrato (SLS) era diluido até se obter uma 
concentração de 20.6 %. Pode observar-se, em ambos os casos, que existe uma 
indução de actividade lipásica em células de crescimentos com azeite enquanto nas 
células dos crescimentos com glucose mantêm uma actividade basal insignificante. 
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Figura 3.4 - Actividades lipásicas com o substrato azeite (SLS) (A) e com substrato tributirina 
(B), em células de Yarrowia Iipo/ytica (lNAG 135668) crescidas em MM·Glucose (-+-) e MM· 
Azeite (--0-). 

Em todos os casos os resultados são repetitivos quando se trata de amostras 
provenientes do mesmo crescimento, apresentando pequenas variações sempre 
que se comparam resultados de amostras de diferentes crescimentos, provavelmete 
devido à dinâmica de cada crescimento. 

3.1.5 - Actividade lipásica em fracções celulares de 
Yarrowia lipo/ytica 

A fim de determinar a distribuição da actividade lipásica nas diferentes 
fracções celulares de Yarrowia lipo/ytica realizararam-se vários ensaios com 
diferentes substratos. 

As fracções celulares e a sua concentração proteica foram obtidas de acordo 
com os procedimentos descritos nas secções 2.4.2 e 2.4.1, respectivamente, de 
Materiais e Métodos. Nos primeiros ensaios o sobrenadante de crescimento era 
concentrado com um "centricon" por centrifugação ou por precipitação com ácido 
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tricloroacético. Em ensaios posteriores deixou de se concentrar já que se 
conseguiam actividades significativas com medições directas, sem concentrar. 

Fizeram-se controles negativos, com amostras fervidas em todos os ensaios. 

A indução nos crescimentos com azeite também se observa em fracções 
celulares como se pode observar nas actividades com o substrato tributirina, a uma 
concentração de O.16M, representadas nos gráficos da Figura 3.5. Neste caso foi 
utilizada a tributirina emulsionada por se tratar de um composto puro de fácil 
manipulação que permite a obtensão de resultados muito precisos. 
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Figura 3.5 - Actividades lipásicas com o substrato tributirina em fracções celulares de Yarrowia 
lipo/ytica: (A) Sobrenadante de crescimento, (8) Sobrenadante de ruptura e (e) paredes 
celulares. Em crescimentos celulares com MM-Azeite (III ) e com MM-Glucose ( ). 
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Da análise dos gráficos da figura 3.5 também se pode observar que a 
distribuição da actividade lipásica em fracções celulares segue a seguinte 
sequência: Sobrenadante de crescimento ,sobrenadante de ruptura e paredes 
celulares. Para quantificar esta distribuiçao calcularam-se as proporções nas três 
localizações no tempo de cultura de 24 horas tendo-se obtido os resultados que se 
representam na Tabela 3.2. 

Tabela 3.2- Distribuição de actividade lipásica em fracções celulares de Yarrobia lipo/ytica. 

Fracção Tempo de A específica % 
cultura (horas) (Ilmol/min/mg.prot.) 

Sobre. de cres. 24 13.2 61 
Sobre. de Rupt. 24 7.3 20 

Paredes 24 7.0 19 

Como se pode apreciar na Tabela 3.2, nas condições experimentais de 
crescimento, a maior actividade lipásica ás 24 horas regista-se no sobrenadante de 
crescimento o que sugere que as lipases de Yarrowia /ipo/ytica tendem a secretar-se 
para o meio de cultura. 

Resultados semelhantes (que não são apresentados) foram obtidos com o 
substrato azeite (SLS) e com paranitrofenil butirato, enquanto que com o substrato 
paranitrofenil acetato não se obtiveram resultados expressivos pelo que deixou de se 
utilizar em futuras experiências .. 

Uma vez confirmada a existência de actividade lipásica em Yarrowia Iipo/ytica 
procedeu-se ao isolamento de genes que codificam para enzimas com essa 
actividade nesta levedura. 
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3.2- ISOLAMENTO DO GENE YIL/P3 

3.2.1 - Obtenção de sondas de ADN 

Obtiveram-se as sequências de aminoácidos deduzidas para proteínas com 
actividade lipásica em Candida rugosa e Geotrichum candidum microrganismos 
evolutivamente próxímos de Yarrowia Iipo/ytica. Estas sequências compararam-se 
mediante o algoritmo de CLUSTAL (Higgings et a/., 1988). Na Figura 3.6 
evidenciam-se as regiões mais conservadas que foram eleitas como modelo para a 
síntese dos oligonucleotídeos (Lip1-lip4) cujas sequências degeneradas se detalham 
na Tabela 2.8 (secção 2.9 de Materiais e Métodos). 

Cc Lip 1 -----MELALALSLIASVAAAPrAT.LAN:;DI'I'IGLNAIrnE'AFLGIPFAEPPIJGNLRFKD 
Cc Lip 2 -----MKLCL-Ll\LGl\AVAAAPrAT.LAN:;DI'ITGLNAI\lNEKFLGIPFAEPPVGI'LRFKP 

Cc Lip 3 -----MKLALAl.SLIASVAAl<LAN:;rJI'I'IGLNAIrnE'AFLGIPFAEPPIJGNLRFKD 

CC Lip 4 -----MKl.ALVI.SLIVSVAAAPI'AT.LAN:;DI'I'IGLNAIrnE'AFLGIPFAQPPVGNLRFKP 

Cc Lip 5 -----MKLALI\LSLIASVAAAPrAT.LAN:;DI'I'IGLNAIrnE'AFLGIPFAEPPIJGNLRFKD 

Gc Lip 1 AVIN::NEIlISGVLEGK\IDI'FKGIPFADPPVGDLRFKH 

* * * **** * * * * ***** **** **** 
Llp·1 ~ 

Cc Lip 2 PVPY~FI'SYGP~PKNARHLVLQS-------KIFQVVLPN 
Cc Lip 3 PVPYSGSI.N3QKFTSYGP~ALDLVM::lS-------KVFQAVLPQ 

Cc Lip 4 PVPYSASI.lIX::QKFTSYGPSQQ1NPLGNWDSSLPKAAINSIM;lS-------KLFQAVLPN 

Cc Lip 5 ~SFTAYGPSCM;)QNPEm'YEENLPKVAIDLVM;;lS-------KVFQAVLPN 

Gc Lip 1 PQPF'IGS'lWLKANDFSSACM;dLDEGlAISLLDKWGLGKIIPINLRGPLYIl'1Ag;svSM 

Cc Lip 1 
Cc Lip 2 
Cc Lip 3 
Cc Lip 4 
Cc Lip 5 
Gc Lip 1 

Cc Lip 1 
Cc Lip 2 
Cc Lip 3 
Cc Lip 4 
Cc Lip 5 
Gc Lip 1 

* * * * *** * 

SECCLTINVVRPFGI'KN'!l'l\TT . ~v~.STFPPAQMITKSIAM:;KPIIHVS 

DED::::LTIN\lJRP r .JOFGD;lM\1AKS\lIMS 
SECCLTINVVRPFGI'KAr-"l\TT ",> .=GSPTIFPPA~IIH.VA 
GECCLTINVVRP C;[~ ' :: SLFPPAg.n:TAS\lI.M3KPIIHVS 
SECCLTINVVRPFGI'KAr-"l\TT . ~IGSPTIFPPAQMIlSKS\II.MGKPIIH.VA 

NED:LYlNVFRPAGI'KPn"KT '"'"" i'" vn,S~PVVFVS 
**** ** ** ** * h-I...-'frl."~ * * * * * * * * 

LlP·2 -~~ .. 

VNYRLI\SFGFLAGPDIKAEGSSNAGLKr::QIRl.(:M;lWVl\lNIAI::;$:;m:'SK\1'IFGESAGSM 
PlJIMj:llF'GESAGAM 

* ****-k * . . 
f--LlP·3 
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Cc Li P 1 SVMCHIIJ!I!ND3INI'YKGKPLFRAGIM;;lSGAMVPSDAVCGIYGNEIFTlLL/l.5NAGCGSAS­

Cc Lip 2 STFVHL\iWNIX,CNI'YNGKPLFRAlill1;2SGCMVPSDPliC,GI'YGIEIYNQWASAGCGSAS­

C c Li P 3 SIlLCHLThiNLGINI'YKGKPLFR~GIM;;lSGAM\lPSDPIi'l:GI'YGNEIYCLFliSS}\GCGSAS­

Cc Lip 4 SVMCQLLWNJ::GI:Nl'YNLFRl\l\IM:;)SGAMIiPSDPVCGPYGIQIYr::QVliASAGCGS.~­

Cc Lip 5 S\lLCHLLWNGGINIÜ'"""'RAGIM;;lSGAMVPSDPIi'l:GI'YGIQIYDI'LVASIGCSS.~­

G c Li P 1 S\1]Il-lQLVil.YGGCNrYNGKQLFHSAILQSGGPLPYFDSTSVGPESAYSRF AQYl>.G::::OASAG 

* -k *** * 

Cc Lip 1 - -DKLA.CLRGliSSDI'LEDA'IN--NrFGFlAYSSLRLSYLPRPIG\lNI'IDIMYALVREGKY 

Cc Lip 2 - - DKLA.CLRGLSQDI'LYQATS--IJI'FG\TfJ\YPSLRLSYLPRPLGlFI'I'DI:MYl>LVRDGKY 

Cc Lip 3 --DKL.l\CLRSl>'sSDI'LLDA'IN--NrFGFLAYSSLRLSYLPRPr::GKNI'ITJ[MYKVRDGKY 

Cc Lip 4 --DKL.~CLRSISNDKLFQATS--m1'Gl\lAYPsLRLSFLPRPLGlFITCr:MFKLVRDGKC 

Cc Lip 5 - -NKLACLF.GlSIQAUD.~'IN--IJI'PGr1.SYTSLRlSYLPRPIXiI'.NITC[MYK1NRD:;KY 

Gc Li P 1 DNETIACLRSKSSDVUJS.l\ÇNSYDLKDLFGLLPQFIJ3FGPRPlXiNIIPDMYELYRSGRY 

***** -Ir * ***** * '* * * * 

Cc Lip 1 ANIPVIIGIX;lNDEGI'FFGTSSLNIll'I'DAQAREYFKQSFVHASDAEIDTIMI'AYFGDITQ3 

Cc Lip 2 l>l-!IiPVIIGIX;lNDEGI'LFGLSSLNIll'I'DAQARAYF1ZQSFIl-!~AEIDI'LMAAYTSDITQ3 

Cc Lip 3 ASVPVIIGIX;lJ\iDEGI'IFGLSSl.NVI'INJI_QARAYFKQSFIEASDF.EIIJl'lWIJ\.YPQDITQ3 

Cc Li P 4 ANVPVIIGIX;lNDEGI'liFALSSLNIll'I'DAQARQYFKESFIElISDAEIlJTIJ.'1AAYPSDITQ3 

Cc Lip 5 ASVPVIIGIX;lNDEGFLFGLSSLNI'ITEADAEiWLRKSFIHNI'DADIT_~YPsovrg:; 

Gc Lip 1 AKliPYITGNQEDEGTllAPIlAINATTTPEVKKWLKYICSEASD!I.sLDR\.ILSLYPGS'wSEG 

* * * * * *** * ** * 

Cc Li P 1 SPFDI'GILNALTPQFKRISAVLGCLGITL.~YFINHY'TGGI'KYSFLSKQLS-GLPVlGI' 

Cc Li p 2 SPFDI'GIFNAITPQFKRISALLGDUWI'li\ .. RRYFll\lYYQGGIKYSFLSKQLS-GLPVlGr 

Cc Lip 3 SPFDI'GIFNAITPQFKRISAVLGDUlFlliARRYF'I.NHF'Q:LTKYSFLSKQLS- GLP:rn::;:r 

Cc Lip 4 SPFDI'GIFNAITPQE'KRIAAVLGCUWTIPRRYFrnHFQ:DI'KYSFLSKQLS-GLPVIGr 

Cc Lip 5 SPFDI'GII.NIILTPQLKRINAVf-.GDLTFTLSRRYFrnHY1GGPKYSFLSKQLS- GLPllill 

Gc Lip 1 APFRIGILNALTPQFKRIA~FTDLLFQSPRRVMLNATKDIlNRI>ITYLATQLHNLvprJ..GI' 

** *** -k-k *** *** * ** * -k ** * ** ... . 
... - - LlP-4 

Cc Li P 1 FHSNDIIlFQDYLLGSGSLIYNNAFIAFA'IDLDPNTAGLLVI<\VPEYTSSSQSGNNlMMINA 

Cc Lip 2 FHGNDIThJ;2DYLiiGSGSVIYNNAFIAFANDLDPNKAGLWTIWJPI'Y'I'SSSQSGNNI.M;)ThG 

Cc Lip 3 FH!INDIVV'oQDYLLGSGSVIYNNAFIAFATCLDPJ\lTAGLLVNWPKYTSSSQSGNNU.'lt'ITNA 

Cc Lip 4 H!-lANDI\l\\J;2DFLVSHSSA\iYNNAFIAFANDLDPJ\1KAGLlVNWPIaTSSSQSGNNLlQINA 

Cc Li P 5 Ffl~IiJír"QHFLLGSGSVIYNNAFIF.FATCLDPNTAGlSVQi\1PKSI'SSSQAGc!\jU12ISA 

Gc Lip 1 FHGSDLLFQYYAGHolSSS.~YRRYFISFANHIIDPN\lGINLKÇW[MYTDS---GKEMLQIHM 

* * * * ** ** 

Cc Lip 1 LGLY'IGKI:NFRI'AGYDALFSNPPSFF\1 

CC Lip 2 LGLY'IGKLNFRPDAYSALFSNPPSFFIi 

C c Li P 3 LGLY'IGKI:NFRI'AGYIlPll1INPSSFF\1 

Cc Lip 4 LGLY'IGKI:NFRI'AGYDI\LFTNPSSFFIi 

Cc Lip 5 LGLYIGKC!\lFRTl>_GYNALFADPSHFFIi 

Gc Lip 1 IGNSMRTCDFRIEGISNFESDI1I'LFG-

* * ** * 

*** * * * * * 

Figura 3,6 - Anilhamento mediante o algoritmo de Clustal (Higgings et ai" 1988) das est ruturas 
primárias das Iipases de Candida rugosa (Cc lip1-5) e Geotrichum candidum (Gc lip1), 
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Na Figura 3.6 os asteriscos marcam os residuos aminoacidicos totalmente 
conservados e os pontos as substituições semi-conservativas. Aparecem 
sombreadas as regiões consenso eleitas para o desenho dos oligonucleotideos. A 
região consenso correspondente ao centro activo da proteína aparece requadrada . A 
direcção das setas indica o sentido em que foram utilizados os oligoucleotídeos nas 
reacções de ampliação. 

No "desenho" dos oligonucleotídeos teve-se ainda em consideração a 
frequência média do uso de codões em Yarrowia /ipo/ytica. Os oligonucleotideos 
centrais foram desenhados próximo do centro ativo englobando uma zona de 
máxima homologia. 

Realizaram-se reacções de ampliação por (PGR) utilizando ADN genómico de 
Yarrowia /ipo/ytica com as quatro combinaçõe Llteis possiveis dos oligonucleotídeos 
referidos. Os produtos da reacção de ampliação foram analizados mediante 
electrofórese em geis de agarose. De todas as reacções realizadas só as 
correspondentes ás combinações dos oligonucleotídeos Lip2 e Lip3 deram lugar a 
produtos defenidos como se mostra na fotografia da Figura 3.7 as restantes 
combinações deram lugar a um barrido de fragmentos de diferente tamanho e pouco 
abundantes. 

kb 
2.3 
2.0 

0 .27' 

Figura 3.7 - Electrofórese em gel de agarose a 1,5% em TBE O,5X do produto de ampliação por 
peR de ADN genómico de Yarrowia Iipo/ytica, utilizando conjuntamente os oligonucleotídeos 
Lip·2 e Lip·3. A) marcador de peso molecuar ( '- - Hindll/) , B) produto de ampliação. Os 
números na margem esquerda indicam o tamanho molecular em kilobases. 
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o produto maioritário em torno dos 270 pares de bases foi isolado pelo 
procedimento descrito na secção 2.8.8 de Materiais e Métodos e clonado no vector 
pGem-T (Figura 2.3 de Materiais e Métodos). Na reacção de ligação utilizou-se a 
ADN ligase do fago T4 e com o produto dessa ligação transformaram-se células 
competentes de E.coli. Após se ter extraido o ADN plasmídico de alguns destes 
transformantes sequenciaram-se os plasmídeos que possuiam um enxerto com um 
tamanho próximo dos 270 pares de bases . 

1 CCC GTT ATG GTT TGG . D..TT T~_C GGC GGC TCC ilA T ATT GAG GGC AGT ATC 48 

1 P V M V W I Y G G S N I E G S I 16 

49 TAC ",_n..c CTC ATC TAT G."G CCC CAG TTC CTG GTG GCF. GAG TCG GTG CGA 96 

17 Y N L I Y E P Q F L V A E S V R 32 

97 GTA GGC !I_~G CCG il.TT GTG c. .. c GTG 'f'GT ?TC Gi'-.G TAC CGA CTG GGT CTC 144 

33 V G K P I V H V C I E Y R L G L 48 

145 GCG GGC TTC CTC ."CC ."AG ?AC GGC .'<1'.G GGC ~"C TGG GGC ACG TGG GAT 192 

49 A G F L T K N G K G N VII G T W D 64 

193 CAG TAC F.CG GGC TGC C1'.G TGG GTC l'o_".C CGC c.a.c ATT CAG G.'.C TTC GGC 240 

65 Q y T G C Q w V N R H I Q D F G 80 

241 GGC G1>.C CC ... GiI.C AGG TGT 258 

81 G D P D R C 86 

Figura 3.8 - Sequência nucleotidica e sequência deduzida de aminoácidos do fragmento de 
258 pares de bases ampliado por PGR com os oligos Lip-2 e Lip-3 a partir de ADN genómico de 
Yarrowia /ipo/ytica. 

Duas dessas sequências possuiam um marco de leitura aberta de 258 e 270 
pares de base respectivamente e incluiam os oligonucleotídeos Lip-2 e Lip-3 que 
tinham sido usados na sua ampliação (na Figura 3.8 representa-se a sequência do 
fragmento de 258 pares de base). 

O anilhamento múltiplo (Higgings et al.,1988) mediante o algoritmo de 
CLUSTAL de fragmentos das sequências das lipases de C.rugosa e G. candidum e 
destes dois fragmentos isolados por PCR mostravam significativa homologia sendo 
os domínios mais conservados aqueles a partir dos quais se desenharam os 
oligonucleotídeos como se pode observar na Figura 3.9. 
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Figura 3.9 - Comparação mediante o algoritmo de CLUSTAL (Higgings et aI, 1988) de 
fragmentos de sequências de aminoácidos deduzidos das lipases de Candia rugosa (CcLlP1), 
Geotrichum candidum (GcLlP2) e dos fragmentos obtidos por PCR, a partir de ADN genómico 
de Yarrowia /ipo/ytica (273 e 258 pares de bases). Os blocos marcados representam reg iões de 
aminoacidos identicamenle conservados entre as quatro sequências. A tabe la e o dendrograma 
refl etem a percentagem de homologia e a divergência evolutiva entre elas. 

o fragmento de 273 pares de bases foi utilizado como sonda para isolar o 
gene YILlP1 mediante genotecas parciais de ADN genómico da estirpe INAG 
135668 de Yarrowia lipolytica e clonado no vector pBluescript (González, 1997). 

Mais ta rde o marco de leitura aberta deste gene foi interrompido na estirpe 
donde foi isolado. A interrupção fez-se por recombinação homóloga do promotor e 
do terminador deste gene sendo o marco de leitura aberta substituido pelo gene 
LEU2 dando origem á estirpe FJG1 cujo genotipo se permenoriza na Tabela 2.1 de 
Materiais e Métodos (González, 1997). 

Por seu lado o fragmento de 258 pares de bases serviu de sonda para isolar o 
gene YIL/P3 de que nos ocuparemos ao longo desta secção. 

É importante referir que a sequência de nucleotideos destes fragmentos pode 
não coincidir exactamente com as sequências genómicas de Yarrowia lipo/ytica , pois 
o produto de ampliação por PGR pode conter algum erro proveniente da reacção de 
polimerização da polimerase de Thermus aquaticus. 
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3.2.2 - Hibridação tipo "Southern-blot" das sondas 
com ADN genómico de Yarrowia lipo/ytica 

Urna vez que os fragmentos de 258 e 273 pares de bases apresentam urna 
grande homologia, corno se pode observar na Figura 3.10 , torna-se necessáro 
confirmar que não provêm do mesmo gene devido a urna ampliação errónea que 
casualmente pudesse ocorrer. Por outro lado para isolar um fragmento de ADN 
genómico de Yarrowia lipolytica que inclua um gene é necessário obter um sinal de 
hibridação de ADN genómico digerido com uma enzima de restrição cujo tamanho 
seja o mais adquado. 

2 58 pb 
273 pb 

258 pb 
273 pb 

258 pb 
273 pb 

258 pb 
273 pb 

258 pb 
273 pb 

CCCGTTATGGTTTGG".TTT2\CGGCGGCTCC.'V'.Tl\TTG-',GGGC.Z\GTl>.TCTl'CA.Z\CC'I"CATC 
CCCGTTATGGTGTGGATTTATGGTGGAGG"~_Z\TCTGGCTGGA.Z\ATGGGTACTGTTTCCGA 

*********** ******** *- * * *** * * ** * * ** * * * 

TATGAGCCCCAGTTCCTG - GTGGCAGAGTCGGTGCGAGTAGGCA."GCCGATTGTGCACGT 
TCACl>ACCCCGTTCCTTTCGTCA.Z\GCACTCCATTGTGGCTGG.Z\AGACCCGTTCTTCATGT 

* * ** * * * * ** * * * * * ** * ** ** * * * ** 

GTGTATCGAGTACCGACTGGGTCTCGCGGGCTTCCTCAC--- -- -- --CA."GA.Z\CGGCAl>. 
GATGATCGAGTACCGTCTCAGTGCCTTTGGGTATCTTGCTGTTCCGGACACilA.>.TGGCAl>. 

*********** ** ** * ** * ** * 

G--- -- - GGCA."CTGGGGCACGTGGGATCAGTACACGGGCTGCCAGTGGGTCAl>.CCGCCA 
CTGGGTTGGC.".ATTGGGGTGCCCGAGACC.~TAC.".CAGCCTTGC."-"TGGA.TCTCCl'A".C." 

*** *T ***** * * ** ** ***** * ** ** w** ** * ** 

c." TTC.o,GGACTTCGGCGGCG!'.CCCAGiI.C.>.GGTGT 
TAT-CGTGAGTTTGGCGGCGACCCCGATA.o,CGTT 

** * ** ** *********** ** * * 

Figura 3.10 - Comparação mediante o algoritmo de CLUSTAL das sequências nucleotidicas 
dos fragmentos de 258 e 273 pares de bases. O nucleotídeos idênticos aparecem marcados 
com um asterisco. 

Para satisfazer os objectivos acima referidos digeriu-se ADN genómico da 
estirpe selvagem INAG 135668 de Yarrowia lipolytica e da estirpe com o gene 
YIL/P1 interrompido (FJG1) com as mesmas enzimas de restrição. Os produtos 
destas digestões foram separados em electrofórese com geis de agarose e o ADN 
carregado postivamente transferido a filtros de nylon (secção 2.10) . 

Após pré-hibridação os filtros foram hibridados por separado com os 
fragmentos de 258 e 273 pares de bases previamente marcadas com (a32p) dCTP. 
A presença dos fragmentos que hibridavam especificamente com as sondas foram 
visualizadas pela impressão que produziam numa pelicula que se pode observar na 
Figura 3.11. 
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INAG 135668 FJG 1 CNAG 135668 FJG 1 

-- - -OC:r: o;::r: o::::r: OC:r: 
Kb O E o ... O O E o - O O E o õoEO O r.) (J 01 .c O m <> if'J .c """ ..... 

ti! üi1l.s2 rJ1 .cOro ü rJ1 .c Kb 
W roZ Q.. X wro Z Q.. X wm L Q.. Xwro Z a.. X 

l.6-

1_ 

0.5 _ 

Figura 3.11 - Hibridação do tipo "Southern-blot" de ADN genómico das estirpes INAG 135668 e 
FJG1 com as sondas de 273 (Southern da esquerda) e 258 pares de bases (Southern da 
direita). 

As sondas apresentam sinais de hibridação diferentes além disso pode-se 
observar que a sonda de 273 pares de bases não apresenta sinais de hibridação 
com qualquer das amostras do ADN digerido da estirpe interrompida com o gene 
Y/LlP1 (FJG1) enquanto que com a sonda de 258 pares de bases apresenta os 
mesmos sinais de hibridação nas digestões das duas estirpes, como se esperava. 

A partir dos resultados assumiu-se que o gene que codifica para a lipase a 
isolar com a sonda de 258 pares de bases em Yarrowia /ipo/ytica se podia encontrar 
no fragmento genómico digerido pela enzima Nco I com um sinal de hibridação de 
cerca de 3.5kb. Além de corresponder a uma banda de hibridação única, poderá ter 
um tamanho suficiente para incluir toda a fase de leitura do gene se, o seu tamanho 
for semelhante ao do gene Y/LlP1 (1458 pares de bases) ou dos genes das lipases 
descritas de Candida rugosa (1650 pares de bases) e de Geotrichum candidum 
(1689 e 1632 pares de bases). 

o seguinte passo consistiu em clonar o fragmento Nco I de ADN genómico de 
3.5 kb em E.co/i. Para o conseguir podiam desenhar-se duas hipóteses de trabalho: 

==:> Por PGR inversa 
==:> Através de uma genoteca parcial de Yarrowia /ipo/ytica. 
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Seguiram-se as duas hipóteses de trabalho simultaneamente realizando as 
reacções de peR nos intervalos de tempo permitidos pelas tarefas experimentais da 
genoteca parcial de ADN genómico de Yarrowia lipo/ytica. 

Para ambos os casos purificaram-se os fragmentos de ADN genómico da 
estirpe FJG1 resultantes da digestão com a endonuclease Nco I de tamanho 
esperado (secção 2.8.8 de Materiais e Métodos). 

3.2.3 - peR inversa com ADN genómico de Y. lipo/ytica 

Para a peR inversa os fragmentos de ADN genómico da estirpe FJG 1 
resultantes da digestão com a endonuclease Nco I, préviamente purificados, foram 
religados com a ADN ligase do fago T4 de modo a obter fragmentos circulares de 
ADN genómico. De seguida realizou-se a peR utilizando os oligos divergentes Ali e 
AI2 (secção 1.9) desenhados nos extremos da sequência da sonda de 258 pares de 
bases. 

Os produtos resultantes da reacção de ampliação foram tratados em 
eletrofórese com gel de agarose. Na Figura 3.12 esquematiza-se este procedimento 
e mostra-se uma fotografia com o resultado da peR onde se pode observar a 
existência de uma banda maioritária de tamanho esperado, cerca de 3.5 kb. 

Figura 3.1 2 - Esquema e gel da electrofórese da PCR inversa, com o fragmento de ADN NcoJ.A 
pos ição dos oligonucleotídeos AI-1 e AI-2 usados na PCR é aleatória. 
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Resultados 

3.2.4 - Construção de uma genoteca parcial de ADN de 
Yarrowia lipo/ytica 

Na realização da genoteca os fragmentos resultantes da digestão com a 
enzima Nco I préviamente purificados, como descrito, ligaram-se ao vector pGem-T 
préviamente digerido com a mesma enzima de restrição e desfosforilado com 
fosfatase alcalina para evitar a sua própria religação. 

Com a mistura desta ligação transformaram-se células competentes de Ecoli 
DH5a , tendo-se obtido 1200 colónias transformantes. Transferiram-se todos estes 
clones a filtros de nitrocelulose onde se deixaram crescer. Posteriormente lisaram-se 
e restrearam-se mediante hibridação, utilizando como sonda a banda de 258 pares 
de bases marcada radioctivamente. 

Dos 1200 clones analizados apareceram 2 que consideramos positivos por 
apresentarem um sinal com uma intensidade semelhante à colónia usada como 
controlo (uma colónia que possuia o vector com a sonda de 258 pares de bases 
clonada) como se observa na Figura 3.13. Após purificação dos plasmídeos que 
cada um dos dois transformantes continha comprovou-se mediante análise com 
enzimas de restrição que possuiam o fragmento com o tamanho esperado . 

• • .. • • • .. • .. • 
•• • 
• • 

I -.. : . 
. .. . ... .... ... .. 

• • 
• • 

• •• ., . . , 
~ . .. 

• 

• • 

• • , , .. . 
• • 
" 

• 

Figura 3.1 3 - Fotografia de dois dos filtros utilizados no rastreio da genoteca parcial Ncol de 
3.5 kb. Os sinais de hibridação mais intensos correspondem aos transformantes positivos. 

Uma vez conseguidos estes clones positivos decidiu-se proceder à sua 
sequêcia abandonando o produto obtido por PCR inversa pois o ADN dos 
plasmídeos procede do genoma da própria levedura enquanto que com a PCR o que 
se pode obter é sempre uma cópia desse mesmo ADN. 

83 



3.2.5 - Determinação da sequência nucleotídica de YILlP3 

Foram sequenciados 3630 pares de bases, que corres podem ao fragmento 
Nco I, que incluem o fragmento de 258 pares de bases isolado por PCR e que 
serviu de sonda na minigenoteca. 

Na sequenciação utilizaram-se primeiro os "primer universal" e o "primer 
reverso" para sequenciar o enxerto a partir dos extremos pois estes dois 
oligonucleotídeos anilham de forma divergente nas partes terminais do vector . 

Nas sequências que se iam obtendo desenhavam-se por homologia novos 
oligonucleotídeos que se usavam nas reacções seguintes de sequenciação e assim 
sucessivamente até se conseguir a sequencia completa, que analizada nos 
programas" Edit Seq" e "Map Draw" do paquete informático DNASTAR, incluia um 
total de 3630 pares e bases. Cada sequência foi repetida pelo menos duas vezes. 
As sequência e o sentido de hibridação dos oligonucleotídeos utilizados nas 
reacções de sequenciação representam-se na secão 2.9 de Materiais e Métodos. 

Na figura 3.14 representa-se o plasmídeo pACLlP3 que possui clonado o 
fragmento Nco I-Nco I, este plasmídeo foi utilizado nas reacções de sequenciação 
do gene YIL/P3 cuja estratégia se representa esquemáticamente na Figura 3.15. 

ScaI -I:.rnp 

Nco'I 

pACLIP3 
(6.6 kb) 

BssHII 

BarnHI 

Fgura 3.14 - Esquema do plasmídeo pACLlP3 que possui o gene YILlP3 clonado em Nco I. 
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Figura 3.15 - Estratégia seguida para a determinação da sequência nucleotídica do gene YLLlP 
3 de 3630 pares de bases. As setas indicam a extensão e o sentido de leitura das diferentes 
experiências de sequenciação. A seta central, de maior dimensão, indica a fase de leitura aberta do 
referido gene. 

3.2.6 - Análise da sequência nucleotídica 

Depois de se obter a sequência completa do fragmento isolado, fez-se uma 
pesquisa das possiveis fases de leitura aberta de mais de 100 codões nas duas 
cadeias de ADN, pondo-se em evidência uma única fase de leitura aberta com 
informação para codificar uma proteína de 498 aminoácidos com uma massa 
molecular estimada de 55 836 Dalton. 

Na Figura 3.16 representa-se a estrutura detalhada do fragmento Nco I, 
clonado no plasmídeo pACLlP3, que possui 3630 pares de bases. A numeração a 
negro está referida à Adenina do codão de iniciação como nucleotídeo número 1. A 
sequência de amfnoácidos deduzida encontra-se representada pelo código universal 
de uma letra. As regiões requadradas correspondem aos oligonucleotídeos 
utilizados na reacção de ampliação. A localização da serina activa da proteína está 
assinalada com um rectângulo sombreado a amarelo. O codão de "STOP" e os 
elementos da sequência tripartida de finalização da transcrição aparecem com letras 
negras. Com letra negra em itálico representam-se os possíveis sinais de 
poliadenilação. 

A sequência do gene YIL/P3 encontra-se depositada na base de dados do 
Laboratório Europeu de Biologia Molecular "EMBL library", à qual se pode aceder 
com o número de acesso AJ249751 a partir de 30 de Junho de 2001 . 
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-1804 CGA CAC TGA AAC AGA CTC CCG TCT TCG TCT GCG ATA CAT GGC TTC GAG AGT CGC -1756 
-1755 ATT TCC ACA eTC AGC GGT AGA TGe ACC TGe GAC GGe AAG GCT TCA GTe CGA e TC -1702 
- 1701 ACA TTC CCG CGT CTG ATC TCC CAG AGA ACT CCG GAG TGG TCT ACA CAA TGT TAT -1648 
-1647 CGA TAC CCC CGG CAA ATG ACT CCA TTC TGC CCA CAA AAC TTT GAC AAA TTC CAC -157 4 
-15 7 3 CCC CAG TCC CCG AAT AAG ATA TCA CGG GAC TCA AGC AAT CGC TCT CTA GCA TGT -1540 
-1539 TTC AGT TCT TTG AAT TCA TAT TCT GAC TAT CGC CCA AAA AGT CAC GTT ACG GAC -1486 
-1485 CAA ACG AAA TCA CAT GAC CCA TGA AAC GAA ATC ACA TGA CCA GCA GCC ATT TAG -143 2 
-1431 ATC GTC GTT TTG GTC ACA TGA CAT ATC GCT TTC ACC CCT CCG AAA TGT CTC CGG - 1378 
-1377 AAC CTG CCT CTA GTA CCC TAA CCC TGT TCA GAT GCA TCG GTT TTA ACG GTT TTT -1324 
-1323 CGG CCG ACT TTA TTT GTG TGG GGT AAG GAT GAG CCG AGG TTG TGA ATT GCG GTT -1270 
-1269 TAG GAT CAA GTA TTT CAG GGT TAG GCA AGT AAA TGG AGT GGG CAA AGG GGT TGG -1216 
-1215 GGT TGA TAT GAG GAA AAA AAT TGG TCT CCA CAA GTC TCC GTT GTT CCA GCA GAG -1162 
- 1161 ATC GAG TCT GTA TTT TTC ACA TTT GTT TCT AAT TTT GAT TAC TAA CAA ACA TTA -1108 
-1107 AAT ATA TCG GTT ATA GAA ATA TAC ATA AAT GGC GTC ATT ATG AGT GAG TTG TAG - 1054 
- 1053 TTG ATA TAT ACA AGA AAA TCG GCG AAA AAA GTC AAT ATG AAA ACG AGC AAG AAC -1000 

-999 TCC eCG ACG TAA TCT GAT CAT TAT TGG ACG AGT TAC AGG GAG TAG GAT GTG GTT -9 4 6 
-945 GAG GTC TAT GGT TGG AGT AAT TGT AGT ATG GAA GAA GTT ACA GAG GTT GAA GAG -89 2 
-891 CCT CCG CTG GAA CTT GGA ATG TGT TAA TTG GGG TGG TAT ATT TCT ACT GAA GTA - 838 
- 837 AAT TCA TCA AAA TCC GAT GGG AAT TGG GGT GAT TGC CGA TAT GCG ATT TTC GAC -784 
-783 GCA TGT CTT GTG GTC TTT GCT ATC GCT TGA TAG GAA GAC GAT AAA GAC TGG AAA -730 
-729 TÂG GTC CAA TGA CAC ATT ATA CTA CGA GAA AAT TGG ATT GAG ACC AAT AAC GGG -676 
-675 CAC TTT TGA GTA TTC TTT ATT CCA TGA GAG GAG ATT TAC ATG TTG GAA ACA GAA -62 2 
-621 CAG GGG TTT TAA GAG TCT AAG TAC TTC AGA ATe GTC ATT TTT GAC GCT GAA AAC -568 
-567 TGT GAA AAA AAC GTT AGC TAT AAT TGC TGC CGT TGT GGA GAC ATA TCT GAT CAA -514 
-513 CTT CAA ACC CCA GAA TGT CTC TCA TTT ACG TCA TCT GAA TCG GAT CTC ATT TTT - 4 60 
-459 CTC CAT GAA ATC TCC AAC TTT AAT GAT TAG CCG AGA GAT TGC GGT CAG ACG GAC -406 
- 4 05 GCA AGT TGC CGA AAA ACG GTC CTA TAG CGG ATA TTA AAG TGG GAT TCA ATT CTC -35 2 
-351 CTA GTT CCA AGG AGT CCA CTG AAC CTC TCT CAT CTC CTA CAT TTT CCC CCA AAA -298 
-297 CCC TTC AAA ATG GAG CAT CTA TTT CAC CCC CGA TTC CAC ATG CAC CCC ACA CGC -244 
-243 ATG CAT GCA TGC AGC TGC ATA AAC CGA AAA ACG CAC CGA AAT AAA AGA TAG AGA - 1 90 
- 189 AAG AAG TTG ACT TCC TCT CCA TTT TTT GTG ACG AGT TAA ACA AAT ACC ACG CGC -136 
- 135 GCG AAA ACG GCC CAG AAA CAA CTC GAA TCG ACT TGC AAT CCG CCC AGC GAG TCT - 82 

- 81 CAC AGA CGC AAA CCA ATA GAC ACA CCA ATC GAC ACC ACA CCA AAC GAC ACT ACC - 28 
-27 CCA ATA GAC GGT CTT TCC CCA GTC GCC ATG CCT CTC GAA CTC CCC TCG CTC AAC 27 

M P L E L P S L N 9 
28 GCC TCG ATT GTC GGC AAC ACC GTT CAG AAC GGC GCT GTT GAG CAG TTT CTC AAC 81 
10 A S I V G N T V Q N G A V E Q F L N 27 

82 ATC CGA TAC GCC GAC ATT CCT GGC AAG TTT GAG AAG CCC GTG CTC AAG AAC GAT 135 
28 I R Y A D I P G K F E K P V L K N D 45 

136 TGG AAC GGC GCG GAG ATC GAC GCC ACC AAG GTC GGT CCC GTG TGC CCC CAA CCC 189 
46 W N G A E I D A T K V G P V C P Q P 63 

190 CGC ACC CCA TTC AAC TTC TTC TCC GTG CCA GAC GAC CTC TGG GAG AAA GTC AAT 2 4 3 
64 RTP F N F F S V P D D L W E K V N 8 1 

244 GTG GAC ACG TAC CAG GAC GGT CTG CTG TGC GAC AAC CTG ATT GTG ACG CGA CCG 297 
82 V D T Y Q D G L L C D N L I V T R P 99 

298 AAG GGC GTG TCT GCC AAC GCC CGG CTG CCC ACT GTT GTG TGG ATC CAC GGC GGC 351 
100 K G V SAN A R L P T V V W I H G G 117 

352 TCC AAT ATT GAG GGC AGT ATC TAC AAC CTC ATC TAT GAG CCC CAG TTC CTG GTG 4 05 
116 S N I E G S I Y N L I Y E P Q F L V 135 

406 GCA GAG TCG GTG CGA GTA GGC AAG CCG ATT GTG CAC GTG TGT ATC GAG TAC CGA 4 59 
136 A E S V R V G K P I V H V C I E Y R 1 53 

460 CTG GGT CTC GCG GGC TTC CTC ACC AAG AAC GGC AAG GGC AAC TGG GGC ACG TGG 513 
154 L G L A G F L T K N G K G N W G T W 171 

514 GAT CAG TAC ACG GGC TGC CAG TGG GTC AAC CGC CAC ATT CAG GAC TTT GGA GGC 567 
172 D Q Y T G C Q W V N R H I Q D Y G G 189 

568 GAT CCT TTG AAC GTG ACA TTG ACC GGT GAG TCT GCC GGC TCT GTA GCA GTC CAT 621 
190 D P L N V T L T G E S A G S V A V H 207 

622 AAC ATG CTC ATC AAG GAC TCC ATG AAC GGC CGA AAG TTG TTC CGA AAT GCC GTC 675 
108 N M L I K D S M N G R K L F R N A V 225 
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676 -"'.TC .u.TG AG'1' GGC ACT eTC G-'\G Jl..CC ATe .!\.CT CCT C.~.G CCT CCC .n,..~G TGG CAT GCT 729 

226 M M S G T L E T I T P Q P P K W H A 243 

730 CGT TTG GAG GAG .J!,JJ..G 
244 R L E E K 

GTG Gec FAG GTC ACT GGC k~G GJl.A GTG Gec GAC CTT GCT 783 
V A K V T G K E V A D L A 261 

784 TCT eTG TCC GAT k~G GAG eTG eTC GAC Gec CAG ATe .~.G eTC Jl.AT GTG GCT GTG 837 
262 S L S D K E L L D A Q I K L N V A V 279 

838 TGe ATG ACT TGe GAC GAC GGC GAC TTT TTC GAG CCC GCA TGG k~G CAG CAT e TG 891 
280 C M T C D D G D F F E P G W K Q H L 297 

892 F.CT CCT G.ZI.C TGG eTC G.!J..C .D..P.G eTC ld'C .Z\TC TCC G.'\T TGe F_u..G G."'-C Gp.G GGC ATG 945 

2 9 8 T P D W L D K L I I S D C K D E G M 315 

946 eTG TAT :rTC eTG CC.z;. GTC ."A_"'.C GCG C1>.G Cl>.C G.I:I.C G.tI.G GJl..G eTG TTG CC.!\" 1.\.F.G GTC 999 

316 L Y F L P V N A Q D D E E L L A K v 333 

1000 Gec Jl._"'-G TCG CCC GTG GGT Jl._~G 

334 A K S P V G K 
G}·.G JI.TT TCC G.",G CTT T.;:'.C GGC .lI.TC 1+.AG GAG GGT 1053 

E I S E L Y G I K E G 351 

1054 GGC GAT ATC ~~G TCT GCG TGT CTC GAT CTC ~~G ACT GAC GCC ACC TTC ~~T TAC 1107 
352 G D I K S A C L D L K T D A T F N Y 369 

1108 TTT ~~.C CAT CTG CTG 
370 F N H L L 

1162 TCT CGA GTT TAC CGT 
388 S R V Y R 

TTC &~G &~G ATG GAG GAG GCC CGA ~AC ~~C GGC TCC ACT 1161 
F K K M E E A R N N G S T 38 7 

CTC GCC GTC GAT GAG CCC ~~C CCC CAC &~C CCC GAC CAG 1215 
L A V D E P N P H N P D Q 40 5 

1216 CGG GCC C~C C.;:'.C GCC GTC G.~C GTG CTG T."'.C ATG TTC .I>.J\C TCG ACC ."'_lI.G TTC pAC 1269 

406 R A H H A V D V L Y M F N S T K F N 423 

1270 GF.G CAC GGC GF.C ."'_~G CTC TC1' CGG CTG TTC c.I>..G F.GC Cl\.C TTT TTG CGC CTC GCG 1327 
42 4 E H G D K L S R L F Q S H F L R L A 441 

1328 TAT GGC eTG GF.G CCC TGG GAC CAT CG.rI. PJ..C TTT GG.lI. GTG TAC 
442 Y G L E P W D H R N F G V Y 

AGA ~;C GGC GGC 1377 
R N G G 459 

1378 TAC CAG CAG CTG CCG CTG AGT GAG TTG ~~e À;G GTC CCA CCC GTC GAG eGC TAC 1431 
460 Y Q Q L P L S E L N K V R P V E R Y 47 7 

1432 GAG GCG CTG TCC ÀqG ATG GAC TTT GGC CAG GTT GGG CGT TTG 1'CC AAT GCG CTT 1485 
478 E A L S K M D F G Q v G R L S N A L 495 

1486 TCG CGC CT? TGA .qTC GCG GF.T GA.l\. TAT eTC G."'.C ACG T.lI.T CAC 'N\.T G.lI_<\. ATT GCC 1539 
4 9 6 S R L * 498 

1540 .qTT GAT G.l\_lJ.. ATC GGG CTT AGT Gp..J.>. TGT GAG CCP.. GGG G."'.T G.i'..G .qTG GTA GAT GTT 1593 
1594 GAT GTG CGT TCA AGT GAT TCG GTT GAT GTT GGA GGA CAG GCC GAG CCG CGA AGA 1647 
1648 TAG ATA GAT TTG TF_~ ATG AGT GTT TTG TTG ATC TTA TCG AAT ATC TCC CAT TCT 1701 
1702 eT.'"'. CTG T.lI.C GTA e TG CAG CGC P._lJ..T GTA GTT GCT GG.i'.. GGT GGT TGG GCG ACT TGT 1755 
1756 TG.J:\. GCA TC.!.. GGA CC"'. GCT G.lI.T CGG G~.T AT.;:'. CAA TAC ATG GTT GTG GTC GGC TTG 1809 
1890 ACG GCA CTT TTC 3' 1821 

Figura 3.16 - Fragmento Nco I de 3630 pares de bases de ADN genómico de Yarrowia lipolytica 
que inclui o marco de leitura aberto do gene YIL/P3. 
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• Estudo da região 5' não codificante 

Na Figura 3.17 está representada a sequência da região promotora do gene 
YIL/P3. 

-1804 CGA CAC TGA AAC AGA CTC CCG TCT TCG TCT GCG ATA CAT GGC TTC GAG AGT CGC -1756 
-1755 ATT TCC ACA CTC AGC GGT AGA TGC ACC TGC GAC GGC AAG GCT TCA GTC CGA CTC -1702 
-1701 ACA TTC CCG CGT CTG ATC TCC CAG AGA ACT CCG GAG TGG TCT ACA CAA TGT TAT -1648 
- 1647 CGA TAC CCC CGG CAA ATG ACT CCA TTC TGC CCA CAA AAC TTT GAC AAA TTC CAC -1574 
-1573 CCC CAG TCC CCG AAT AAG ATA TCA CGG GAC TCA AGC AAT CGC TCT CTA GCA TGT -1540 
-1539 TTC AGT TCT TTG AAT TCA TAT TCT GAC TAT CGC CCA AAA AGT CAC GTT ACG GAC -14 86 
-1485 CAA ACG AAA TCA CAT GAC CCA TGA AAC GAA ATC ACA TGA CCA GCA GCC ATT TAG -1432 
-1431 ATC GTC GTT TTG GTC ACA TGA CAT ATC GCT TTC ACC CCT CCG AAA TGT CTC CGG -1378 
-1377 AAC CTG CCT CTA GTA CCC TAA CCC TGT TCA GAT GCA TCG GTT TTA ACG GTT TTT -1324 
-1323 CGG CCG ACT TTA TTT GTG TGG GGT AAG GAT GAG CCG AGG TTG TGA ATT GCG GTT -1270 
- 1269 TAG GAT CAA GTA TTT CAG GGT TAG GCA AGT AAA TGG AGT GGG CAA AGG GGT TGG -1216 
-1215 GGT TGA TAT GAG GAA AAA AAT TGG TCT CCA CAA GTC TCC GTT GTT CCA GCA GAG -1162 
-1161 ATC GAG TCT GTA TTT TTC ACA TTT GTT TCT AAT TTT GAT TAC TAA CAA ACA TTA -1108 
-1107 AAT ATA TCG GTT ATA GAA ATA TAC ATA AAT GGC GTC ATT ATG AGT GAG TTG TAG -1054 
-1053 TTG ATA TAT ACA AGA AAA TCG GCG AAA AAA GTC AAT ATG AAA ACG AGC AAG AAC -1000 

-999 TCC CCG ACG TAA TCT GAT CAT TAT TGG ACG AGT TAC AGG GAG TAG GAT GTG GTT -946 
-945 GAG GTC TAT GGT TGG AGT AAT TGT AGT ATG GAA GAA GTT ACA GAG GTT GAA GAG -892 
-891 CCT CCG CTG GAA CTT GGA ATG TGT TAA TTG GGG TGG TAT ATT TCT ACT GAA GTA -838 
-837 AAT TCA TCA AAA TCC GAT GGG AAT TGG GGT GAT TGC CGA TAT GCG ATT TTC GAC -784 
-783 GCA TGT CTT GTG GTC TTT GCT ATC GCT TGA TAG GAA GAC GAT AAA GAC TGG AAA -730 
-729 TAG GTC CAA TGA CAC ATT ATA CTA CGA GAA AAT TGG ATT GAG ACC AAT AAC GGG - 676 
-675 CAC TTT TGA GTA TTC TTT ATT CCA TGA GAG GAG ATT TAC ATG TTG GAA ACA GAA -622 
-621 CAG GGG TTT TAA GAG TCT AAG TAC TTC AGA ATC GTC ATT TTT GAC GCT GAA AAC -568 
-567 TGT GAA AAA AAC GTT AGC TAT AAT TGC TGC CGT TGT GGA GAC ATA TCT GAT CAA -514 
-513 CTT CAA ACC CCA GAA TGT CTC TCA TTT ACG TCA TCT GAA TCG GAT CTC ATT TTT -460 
-459 CTC CAT GAA ATC TCC AAC TTT AAT GAT TAG CCG AGA GAT TGC GGT CAG ACG GAC -406 
-405 GCA AGT TGC CGA AAA ACG GTC CTA TAG CGG ATA TTA AAG TGG GAT TCA ATT CTC -35 2 
- 351 CTA GTT CCA AGG AGT CCA CTG AAC CTC TCT CAT CTC CTA CAT TTT CCC CCA AAA -298 
-297 CCC TTC AAA ATG GAG CAT CTA TTT CAC CCC CGA TTC CAC ATG CAC CCC ACA CGC -244 
-243 ATG CAT GCA TGC AGC TGC ATA AAC CGA AAA ACG CAC CGA AAT AAA AGA TAG AGA -190 
-189 AAG AAG TTG ACT TCC TCT CCA TTT TTT GTG ACG AGT TAA ACA AAT ACC ACG CGC -136 
-135 GCG AAA ACG GCC CAG AAA CAA CTC GAA TCG ACT TGC AAT CCG CCC AGC GAG TCT -82 

-81 CAC AGA CGC AAA CCA ATA GAC ACA CCA ATC GAC ACC ACA CCA AAC GAC ACT ACC -28 
-27 CCA ATA GAC GGT CTT TCC CCA GTC GCC ATG 

Figura 3.17 - Região promotora do gene YIL/P3. Os 3 últimos nucleotídeos corresponde ao codão 
de iniciação. Os elementos possivelmente relacionados com o inicio da transcrição, assim como as 
possíveis caixas TATA aparecem a negro. Em itálico aparecem marcados os blocos de pirimidinas. A 
amarelo aparecem os elementos de resposta ao ácido oleico. 

Nas leveduras a sequêcia TATA (T /A)(T/A) encontra-se habitualmente entre 
as posições -30 e -300 (Guarent, 1984; Ferguson et ai., 1986) e intervem no 
reconhecimento pelo factor geral de transcrição TFIID . No entanto têm-se 
encontrado genes com esta sequência numa posição mais distante do codão de 
iniciação (Greenblatt, 1991), encontrando-se genes com múltiplas sequências TATA 
(Guarent, 1984; Ferguson et ai., 1986). No gene YIL/P3, aparece este motivo ou um 
motivo similar néis posições -369 e -544. Em Yarrowia lipolytica a transcrição inicia­
se normalmente a partir de um elemento CA, situado entre as posições 26-30 na 
direcção 3' da caixa TATA (Gallardin et ai., 1988; Treton et ai. , 1992). O gene 
YIL/P3 apresenta um elevado número de dinucleotídeos CA marcados a negro na 
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Figura 3.15. Além disso a zona compreendida entre o A TG iniciador e o elemento 
TA TA apresenta geralmente sequências ricas em CT e pobres em G, denominadas 
" blocos de pirimidinas" (Dobson et aI. , 1982; Davidow et aI. , 1987). Na Figura 3.15 
podem observar várias sequência CT marcadas a itálico. 

o elemento CAA T aparece na região 5' não codificante dos genes de 
Yarrowia /ipolytica (Davidow et aI. , 1987) e de outras leveduras (Dobson et aI., 1982; 
Ferguson et aI., 1886), localizando-se na direcção 5' da caixa TATA , na Figura 
citada está marcado com a cor vermelha . 

Nas regiões promotoras dos genes que codificam enzimas que estão 
relacionadas com o metabolismo dos lípidos encontram-se elementos de resposta 
ao ácido oleico ("o leate response elements", ORE), (Einerhand et aI. , 1992; 
Einerhand et aI. , 1995; Rotlensteiner et aI. , 1996) cuja sequência consenso de 
nucleotideos é: CGG-N(16-18). CCG e que se representam com a cor amarela no 
promotor do gene YIL/P3. É provavel que alguma destas regiões seja funcional pois 
é natural que a expressão do gene esteja regulada por factores de transcrição 
dependentes da presença de substratos tipicos da enzima. 

Ao realizar uma pesquisa geral de possiveis sitios de união a factores de 
transcrição utilizando a base de dados TRANFAC (Wingender et aI. , 1996 ; 
Wingender et aI., 1997) com o servidor TESS (''Transcription Elemente Search 
Software") (Wei et aI., 1989), registaram-se um total de 27 coincidências na região 
promotora de gene YIL/P3. De iodas elas só foi possivel identificar um possivel sitio 
de união a GCN4 que estará relacionado com a activação transcricional deste gene. 

• Estudo da região 3' não codificante 

Muitos genes de microrganismos possuem uma estrutura tripartida 
descontinua que se relaciona com o controle dos processos de transcrição e 
poliadenilação (Henkin, 1996; Osborne et ai., 1989; Wilhelm et aI., 1996 Zaret et a/., 
1982). A sua estrutura consenso é a seguinte: codão de terminação região rica em 
T ... TAG ... TA(T)GT ... (região rica em A/T) ... TTT. 

Nos vários genes sequenciados de Yarrowia lipolytica as sequências 
consenso diferenciam-se por não aparecerem regiões ricas em T e A/T (Gaillardin et 
aI. , 1988; Lopez et aI. , 1994; Sánchez et aI., 1995; Sánchez, 1996; Treton et aI. , 
1992). 

Na região 3' não codificante do gene em estudo encontram-se motivos 
consenso de terminação da transcrição nas posições 1495, 1506 (TGA), 1557,1648 
(TAG) e (TTT)T na posição 1668. 

Na posição 1787 aparece um elemento AATA que poderá actuar como sinal 
de poliadenilação (Oliver et aI., 1989). 
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Em todo o caso reconhecemos que o terminador deste gene possui poucos 
pares de base, é possivel que na sua continuação se encontrem outras sequências 
típicas da região 3' não codificante. 

• Análise da região codificante 

o fragmento de Nco I possui 3630 pares de bases com uma fase de leitura 
aberta de 1494 nucleotídeos, que codificam uma proteína de 498 aminoácidos. 

Está descrito que em Yarrowia lipolytica (Gai llardin et ai., 1988) o tripleto 
iniciador podera ser formado pelas sequências A(T/C)AATG(A/G), semelhante à 
sequência (AfY)A(AfY)AATGTCT , comum em S.cerevisiae (Cigan et aI., 1987) ; 
Hamilton et ai., 1987). O nucleotídeo de Citosina é pouco frequente (Lopez et ai. , 
1994; Sánchez, 1996), sendo a base mais conservada a adenina na posição -3 que 
se mantem em 75 % dos genes estudados. 

A proporção de nucleotideos da reg ião codificante do gene YIL/P3 é bastante 
equilibrada (A,21.58%; C,29.12%; G,28.52%; T,20.77%) sobressai ligeiramente a 
proporção de Citosina como é característico dos genes de Yarrowia lipolytica 
(Davidow, et. ai., 1987). No entanto a percentagem A+ T é de 42.35% , um pouco 
inferior à média descrita para os genes desta levedura , 49.6% (Kurtzman et ai., 
1983). 

Os genes altamente expressados utilizam uma série restringida de codões 
sinó nimos que correspondem aos que são descodificados pelos tARNs 
isoreceptores mais abundantes na célula, enquanto que os genes de baixo nível de 
expressão podem utilizar todos os codões sinónimos alternativos , o que provoca 
uma descida da velocidade de tradução dos correspondentes mensageiros 
(González, 1997). 

Como se pode ver na Tabela 3.3 os codões mais utilizados no gene YIL/P3 
são AAC,AAG,GAC ,GAG e GGC . Estes codões também são dos mais utilizados nos 
outros genes que se expressam para proteínas com actividade lipásica em Yarrowia 
lipolytica (González, 1997). 
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Tabela 3.3 - Utilização de codões (n) e percentagem relactivamente ao total de codões (%) do 
gene YILlP3. 

n % n % 
Phe TTT 8 1.6 Tyr TAT 3 0.6 

TTC 13 2.6 TAC 12 2.4 
LeuffAÕÜ ·····TAA 00:0 

TTG 8 1.6 TAG O 0.0 
CTT 3 0.6HIscÀT 5 
CTC 17 3.4 CAC 8 
CTA 1 0.02ciil'CAA 1 
CTG 23 4.6 CAG 16 

1 
1.6 
0.02 
3.2 

Ile .......... ATT 7 ........ 1.4 .... ····As·i1· ... ····· A·At .. · .. ···· .. ·6 1.2 

ATC 13 2.61 AAC 27 5.5 
ATA O OLy;; AAAfü:ü'Z 

MetAfCTÕ'Z AAG 31 6.2 
VaI GfTsi" Asp GATSmT:iS 

GTC 12 2.4 GAC 25 5 

GI A 2 0.4chlcAAi 0.4 
GTG 20 4 GAG 28 5.6 

SerTCTiT:4Cys fG'T'2Ü4 
ICC 9 1.8 IGC 6 1.2 
TCA O o ·······················TcA o 0.0 

.................. ............................ .. 

Pro ··2~~~m}; ····Ii:~m2~~m~m O~iS 
CCC 15 3 CGC 3 0.6 
CCA 3 0.6 CGA 10 2 
CCG 3 0.6 CGG 5 01 

fhi:AcfifT:iS Ser AG't3Ü:iS 
ACC 8 1.6 AGC O 0.0 
ACA 1 0.02Ai:g AcA 3 0.6 
ACG 4 0.8 AGG 10 2 

Aja ... mecf········4·············ü:·s·····cTy GG't············6·········Ii 

GCC 16 3.2 GGC 29 5.82 
GCA 3 0.6 GGA 3 0.6 
GCG 7 1.4 GGG 1 0.02 
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3.3 - CARACTERíSTICAS DA PROTEíNA YlLip3p 

3.3.1- Estrutura primária de YlLip3p 
A estrutura primária da proteína codíficada pelo gene YIL/P3 consta de 498 

aminoácidos, dos quais 54 são básicos (Lisina e Arginina), 63 são ácidos (Ácido 
aspártico e Ácido glutâmico) , 172 são hidrofóbicos (Alanina, Fenilalanina, Isoleucina, 
Leucina , Triptofano e Valina) e 120 são polares (Asparagina, Cisteína, Glutamina, 
Serina, Tirosina , e Trionina), Tem uma massa molecular calculada em 55836 
Daltons. O seu ponto isoeléctrico global calculado tem um valor de 6.063 
adquirindo uma carga global de -7 .122 a um pH 7.0. A composição em aminoácidos 
não apresenta nenhuma preferência claramente marcada, sendo a Glícína e a 
Leucina os aminoácidos mais frequentes tal como na proteína YlLip1 p (González, 
1997), (ver Tabela 3.4). 

Tabela 3.4 -Composição em aminoácidos das proteínas codificadas pelos genes Y/L1P3, Y/L1P1 
e Y/L1P2. "n" indica o número total de cada aminoácido e % a percentagem relativamente ao total de 
aminoácidos. 

YILIP3 YILIPl YILIP2 YILIP3 YILIPl YILIP2 

- ~,-;~ I\m'k~ ~~ -plU'· I '~, Ijtt:' I ,~ li1fi; (~ 
Alanina 30 6 )" _ J 4.7 23 6.9 Metionina la 2 13 2.7 28 8.4 

Cisteína S 1.6 7 1.4 l a 3 Asparagina 33 6.6 27 5.6 20 6.0 

~. Aspártico 33 6.6 38 
1

78 IS 5.4 Prolina 27 5.4 24 4.9 19 5.7 

[Tc. Glutâmi co 30 6 31 64 12 3.6 Glutamina 17 34 18 3.7 19 5.7 

Fenilalanina 21 4.2 28 5.8 17 5. 1 A rginina 22 4.4 18 3.7 8 24 

~" 39 7.8 40 8.2 25 7.5 Serina 26 5.2 23 4.7 21 6.3 

Hi stidina 13 2.6 17 3.5 12 3.6 Tirosi na 15 4.2 21 4.3 13 3.9 

na 20 4 30 6.2 24 7.2 Treonina 21 7.8 24 4.9 19 5.7 

Lisina 32 64 25 5.1 13 3.9 Triptofano LO 2 II ? " _. J 3 0.9 

II .~" 52 10.4 37 7.6 28 84 Valina 39 3 31 6.4 27 ISI 

Como se pode ver na Tabela 3.5, estes valores são muito semelhantes aos 
da proteína YlLip1p (González, 1997), mas bastante diferentes dos da YlLip2p 
(Pignéde et aI., 2000), que são as outras lipases já isoladas em Yarrowia lipo/ytica . 
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Tabela 3.5 - Características fisico-químicas estimadas das proteínas deduzidas das regiões 
codificantes dos genes YIL/Pt, YIL/P2 e YIL/P3. 

Propriedades YILIP3 YILIPl YILIP2 
Massa molecular 55836 55489 36717 

ND. de aminoácidos 498 486 334 

Pomo isoelétrico 6. 1 4.93 5.9 1 

Carga a pH 7 -7. 1 -23 .4 -7 .38 

o centro activo da proteína YlLip3p está localizado entre os resíduos 198 e 
202, posição relativa à metionina inicial , semelhante a outras lipases e esterases de 
diversos microrganismos. A sua estrutura primária coincide com o consenso G-X-S­
X-G, descrito como centro activo de lipases (Brady et a/., 1990; Brumlik et a/., 1996; 
Derewenda et a/., 1991). Os outros resíduos que conformam a triada catalítica 
podem localizar-se por comparação com as sequências de outras lipases na posição 
311 residuo acídico que neste caso é de Ácido aspártico e o resíduo de Histidina 
na posição 409 (ver Figura 3.18). 

A proteína codificada pelo gene Y/L/P3 apresenta 4 possíveis sítios de N­
glicosilação nos resíduos de asparagina nas posições 9, 193, 384 e 418 . As 
proteínas codificadas pelos genes LlP1, LlP2, LlP3, LlP4 e LlP5 de C.rugosa têm 
respectivamente 3, 1, 3, 1, e 2 sitios potenciais de N-glicosilação, contudo a lipase 
YILip1 p possui 2 sitíos. Nas proteínas eucarióticas a união do núcleo 
oligossacarídico estabelece-se através de uma ligação N-glicosídíca com o átomo de 
um dos grupos amino de um res íduo de Asparagina incluido na sequência 
tripeptídica Asparagina-X-(Serina/Treonina), em que X pode ser qualquer 
aminoácido excepto Prolina (Hubbard eta/. , 1981 ; Murzin et aI. , 1995). Nas lipases 
de C.rugosa o hidrato de carbono unido ao resíduo de Asparagina na posição 351 
tem uma grande importância na estabilização da conformação aberta (activa) da 
proteína (Grochulski et a/., 1994). O resíduo de Asparagina na posição 384 de 
YlLip3p podera desempenhar um papel semelhante. 

A serina activa esta localizada no final de uma estrutura de folha pregueada 
~, o que é típico deste tipo de centro activo. 

Os 3 últimos aminoácidos SRL formam uma região consenso conhecida como 
sinal de localização peroxisomal de algumas proteínas. O consenso comum ( 
Ser/AI)-(Lys/Arg/His)-Leu é conhecido como motivo SKL (López et a/., 1996; 
Trelease et a/., 1996). Na proteína YlLip1 p este sinal encontra-se na posição 387. 
No entanto atendendo aos resultados obtidos nos estudos de comparação de 
actividade lipásica entre as estirpes selvagens e as estirpes interrompidas com os 
genes Y/L/P1 e YIL/P3 tanto em meio líquido como em meio sólido podemos afirmar 
que, de alguma forma estas proteínas são excretadas para o meio exterior da célula , 
ou pelo menos ficam unidas ao exterior da parede celular o que nos leva a afirmar 
não possuirem estas proteínas um sinal claro de localização celular ou que 
provavelmente utilizam uma via de secreção diferente das descritas habitualmente. 
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1 Met Pro Leu Glu Leu Pro Ser Leu Asn A~a Ser 1le VaI Gly Asn Thr VaI Gln 18 

19 Asn Gly Ala VaI Glu Gln Phe Leu Asn 1le Arg Tyr Ala Asp 1le Pro Gly Lys 36 

37 Phe Glu Lys Pro VaI Leu Lys Asn Asp Trp Asn Gly Ala Glu 1le Asp Ala Thr 54 

55 Lys VaI Gly Pro val~pro Gln Pro Arg Thr Pro Phe Asn Phe Phe Ser VaI 72 

73 prq Asp Asp Leu Trp Glu Lys VaI Asn VaI Asp Thr Tyr Gln Asp Gly Leu Leu 90 , 
9 ;~ cys ! Asp Asn Leu 1le VaI Thr Arg Pro Lys Gly VaI Ser Ala Asn Ala Arg Leu 108 

1 1le Tyr Asn 126 

127 Leu 1le Tyr Glu pr1 Gln Phe Leu VaI Ala Glu Ser VaI Ar~ Val Gly Lys Pro 144 

145 1le VaI His VaI Cys 1le Glu Tyr Arg Leu Gl y Leu Al a Gly Phe Leu Thr Lys 162 

163 Asn Gly Lys Gly Asn Trp Gly Thr Trp Asp Gln Tyr 

VaI Ala VaI His Asn Lys Asp Ser Met Asn 216 

217 Gly Arg Lys Leu Phe Arg Asn Ala VaI Met Met Ser Gly Thr Leu Glu Thr 1le 234 

23 5 Thr Pro Gln Pro Pr Lys Trp His Ala Arg Leu Glu Glu Lys VaI Ala Lys VaI 52 

25 3 Thr Gly lLYS Gl~ Va Ala Asp Leu Ala Ser Leu Ser Asp Lys ~lU Leu Leu Asp 70 

27 • Ala Gln 1le Lys Leu Asn VaI Ala val lcys Met Thr F YS J ASP Asp Gly Asp Phe 2 88 

289 Phe Glu Pro Gly Trp Lys Gln His Leu Thr Pro Asp ~rp Leu Asp Lys Leu 1le 30 6 

307 1le Ser Glu Gly Met Leu Tyr Phe Leu Pro VaI Asn Ala Gln 324 

325 Asp Asp Glu Glu Leu Leu Ala Lys VaI Ala Lys Ser Pro VaI Gly Lys Glu 1le 342 

343 Ser Glu Leu Tyr Gly 1le Lys Glu Gly Gly Asp 1le Lys Ser Ala Cys Leu Asp 360 

361 Leu Lys Thr Asp Ala Thr Phe Asn Tyr Phe Asn His Leu Leu Phe Lys Lys f.!et 378 

379 Glu Glu Ala Arg Asn~~~~~~~~hr Ser Arg VaI Tyr Arg Leu Ala VaI Asp 396 

397 Glu Pro Asn Pro His Asn Pro Asp Gln Arg Ala His Ala VaI Asp VaI Leu 414 

415 Tyr f.!et Phe Asn Ser Thr Lys Phe Asn Glu Bis Gly Asp Lys Leu Ser Arg Leu 432 

433 Phe Gln Ser Bis Phe Leu Arg Leu Ala Tyr Gly Leu Glu Pro Trp Asp Bis Arg 450 

451 Asn Phe Gly VaI Tyr Arg Asn Gly Gly Tyr Gln Gln Leu Pro Leu Ser Glu Leu 468 

469 Asn Lys VaI Arg Pro VaI Glu Arg Tyr Glu Ala Leu Ser Lys f.!et Asp Phe Gly 486 

487 Gln VaI Gly Arg Leu Ser Asn Ala Leu 498 

Figura 3.18 - Sequência deduzida de aminoácidos da proteína codificadla pelo gene Y/LlP3. 
Relactivamente ii estrutura secundária da proteína. aparecem marcadas com requadros 
vermelhos as sequências das conformações de hélice CL e com requadros cor do ouro as 
conformações extendidas tipo folha pregueada~. 
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Os perfis hidropáticos, segundo o algoritmo de Kyte e Doolitle, (Kyte et a/., 1982) 
das proteinas com actividade lipásica em Yarrowia /ipo/ytica estão representados 
na Figura 3.19. 
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Figura 3.19 - Representação gráfica dos perfis hidropáticos das proteínas com actividade 
lipásica em Yarrowia lipo/ytica: YILip3p, YlLip1p e YILip2p. 

Geralmente as proteínas cujo destino final na célula é o retículo 
endoplasmático possuem uma sequência sinal no extremo amino terminal com 
características marcadamente hidrofóbicas. Quer as previsões deste algoritmo quer 
as do algoritmo de von Heijne (Heijne, 1983; Guarent,1984) , para as proteínas 
YILip1 p e YILip3p indicam que estas proteínas não inclui uma sequêcia sinal que 
implique a entrada destas proteínas no retículo endoplasmático (Larriba, 1993). Por 
exemplo as lipases codifícadas pelos genes de C-fugosa possuem um sítio de 
processamento mediante peptidase sinal cuja estrura primária (Ala-Ala-Ala-Pro) está 
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completamente conservada. Pode observar-se também na figura que o centro activo 
destas duas proteínas bem como a região que os antecede possuem as mesmas 
características hidropáticas. 

A sequência da proteína YlLip3p possui ainda, 5 sítios de fosforilação , 
pela proteína kinase C, nas posições 138, 253, 264 , 387 e 419; 7 sítios de 
fosforilação pela caseina kinase II nas posições 71 , 84 , 118, 253 , 262, 282 e 481 e 
um sítio de amidação na posição 216. 

3.3.2 - Homologias de VlLip3p 
A comparação da estrutura primária da proteína codificada pelo gene YIL/P3, 

utilizando o algoritmo de FASTA, com as sequências de proteínas depositadas no 
banco de dados SWISS-PROT (EMBL) permitiu estabelecer homologias com 50 
lipases e esterases de vários organismos principalmente leveduras. 

A extensão dessa homologia com algumas lipases pode ser observad o na 
Tabela 3.6. Como se esperava verifica-se uma grande homologia com a proteína 
codificada pelo gene YIL/P1 constatando-se também uma elevada homologia com 
as lipases de G.candidum e de G.rugosa .. 

Tabela 3.6 - Comparação da sequência de YlLip3p com sequências da base de dados SWISS­
PROT mediante o algoritmo FASTA. 

Código de Nome na base de dados Número de Extensão da 
identificação aminoácidos homologia 

~ipl ~ Xl" !3:.'=r. j lipasc I precursor 486... ...... " 29% em 480 
S ASB ~~!'l!\?~ !~6ffX~çyj:;~çºA.B. L .???......j§~o.~~485 
,=I?,~=ÇA!'l ~l,I J Iip'lS .. ~ .. ~ .. PE~~~rS()~ ........... .. ;... 549 ..l :33?,o<=.I:n.: ? ??. 

. r,,!y?'=ÇAN'!3:.YU ip...l12.e..?PE~~~ r':>() I_· .. . ....... __ .. .. .......... ... _ ... _...._...?~? ..... _ ..... __ \.13~<:.nl ??? .. _ 
LTP3 _ CANR lJ i liP<l~~} P!:~~llI:S() I' ............................ ......,..?~? ..; :3§~ ~ I:n.: 286 
0ºº?.~3 . .Llipas~ . ..... . ... L .............. ?~.4 ......................... "3§'!'o.~ '!.'?43 
000890 , líp~~~ .............. .... ......... ............................... .. ....... .... 5~~ ........}":'!'O.<:.I:n.:?51 
P79066 ' lipase 1 precursor 563 
'Lip2GEOCNlii p;:~~2-p~~~~~s~-;: .. __ ...._.. ...._'---563 

34% em 25 t 
35% em 253 

Na Figura 3.20 é estabelecida mediante o algoritmo de CLUSTAL uma 
comparação múltipla de sequências de aminoácidos entre lipases de Y. lipolylica e 
lipases de microrganismos evolutivamente próximos desta levedura . Destas 
comparações pode concluir-se que YlLip3p compartilha com as outras proteínas 
com actividade lipásica as características fundamentais da estrutura primária 
relacionadas com as domínios que conferem actividade enzimática como sejam a 
serina activa o espaço oxianiónica e o resíduo acídico, que se destacam na Tabela 
3.7 . 
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Os resíduos de cisteína que formam as pontes dissulfito encontram-se na 
lipase 1 de G. candidum nas posições (Cys 61/ CyS10S e Cys 276/CyS 288) estando 
conservadas em todas as lipases de G. Candidum . Em YlLip1 p só aparecem 
conservados os resíduos da primeira ponte de enxofre (CySS1/CyS82). Na proteína 
YlLip3p as pontes dissulfuradas localizam-se nas posições (CySS9/CyS91 e 
CyS183/CyS 310). É sabido que a primeira destas pontes em C.rugosa intervem no 
encaixe da "tampa" do centro activo à proteína (Grochulski et ai. , 1994). 
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Figura 3.20 - Comparação múltipla das sequências de aminoácidos de várias lipases de 
microrganismos relacionados com Yarrowia lipo/ytica. YILip1, YIlip2 e YIlip3 lipases de 
Y./ipo/ytica; GCl1 e GCl2 lipases de G.candidum (Shimada et a/., 1989; Shimada et a/., 1990) ; 
CRl1 e CRl2 lipases de C.rugosa (longhi et a/., 1992; lotti et a/., 1993). Os blocos a negro marcam 
os resíduos idênticos. Os resíduos sobre fundo branco correspondem a substituições conservativas. 
À esq uerda de cada sequência aparece o número de ordem de cada resíduo na estrutura primária da 
proteína codificada. 
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Outro domínio altamente conservado em todas as lipases encontra-se nas 
posições 140 e 160. As características deste domínio fazem pensar numa possível 
implicação na interacção com as interfaces lipídicas pois mantêm as posições 
relativas e ca racterísticas fisi co-químicas de aminoácidos fu ndamentais no 
funcionamento do centro activo (Gonzalez, 1997). 

Tabela 3.7 - Comparação das sequências de aminoácidos entorno ao centro activo em lipases 
e esterases de diversos microrganismos. 

Rhi:wpus nivc lIs 

PClIiciliunl cl'IlI1el/lberrii 
Geotricllll lll cClIIdidlll ll ( J) 

CClJUlida mgosa ( I ) 
Candida rugosa (2) 

Yarro lVia lipo(wicC/( I ) 
N IEG C.<\: 

Os aminoácidos marcados a negro correspondem a aminoácidos idênticos, os marcados a cinzento 
correspondem a substi tu ições semiconservativas. 

Nas posições 179 a 191 de YILlP3 precisamente na região que antecede o 
centro activo da proteína encontra-se uma sequência mu ito conservada com 
excepção do resíduo de asparagina com o motivo consenso W-X-X-X-N-X-X-X-FGG­
X-P que se encontra na maioria das lipases assim como na proteína YILip1p (172-
184) ( Anthonsen et a/., 1995). Este motivo parece ter importância na formação da 
volta inicial que antecede a folha ~ na qual se encontra o centro activo. Esta 
substituição do resíd uo de Asparagina também aparece na proteína YI Lip1 p 
podendo ser uma característica deste tipo de lipases de Yarrowia /ipo/ytica. 
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Figura 3.21 - Percentagem de homologia e percentagem de divergência entre lipases de Y. 
Iipo/ytica e lipase de microrganismos relacionados com esta levedura. YlLip1 ,YILip2 e YlLip3 
lipases de Y./ipolytica; GCL 1 e GCL2 lipases de G.candidum (Shimada et ai. , 1989; Shimada et a/. , 
1990); CRL 1 e CRL2 lipases de C. rugosa (Longhi et ai., 1992; Lotti et ai., 1993) . 
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A homologia entre as proteínas com actividade lipásica de Yarrowia /ipo/y/ica 
e entre estas e as lipases de outros microrganismos evolutivamente próximos 
também pode ser avaliada na Figura 3.21. Esta homologia é suficiente para 
estabelecer uma estreita relação estre elas. Provavelmente possuem uma 
ascendência comum, conservando as regiões que conferem actividade enzimática 
como o centro activo e o sistema de activação interfacial. As distãncias evolutivas 
entre estas lipases podem ser observada na árvore filogenética da Figura 3.22. Das 
lipases de Yarrowia /ipo/y/ica, YILip2p é a que se encontra mais afastada desta 
escala evolutiva sendo YlLip3p a que se encontra mais próxima das lipases dos 
outros microrganismos, também se pode observar uma grande aproximação entre 
as lipases YlLip1 p e YlLip3p de Yarrowia /ipo/y/ica. 
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Figura 3.22 - Dendrograma das distâncias evolutivas entre as lipases de Y. lipo/ytica e as 
lipases de microrganismos relacionados. YILip1. YlLip2p e YlLip3 lipases de Y.lipo/ytica; GCl1 e 
GCl2 lipases de G.candidum (Shimada el ai. , 1989; Shimada el ai., 1990); CRl1 e CRl2 lipases de 
C rugosa (longhi el ai., 1992; l otli el ai. , 1993). 

Um domínio altamente conservado que possuem as proteínas com actividade 
Iipásica é a tampa ou "lid", que participa na activação interfacial da proteína. A 
identificação deste domínio só é possivel através de estudos cristalográficos da 
proteína mediante difracção de raíos X, em presença de inibidores que bloquem o 
centro activo numa determinada conformação. 

Alguns autores (Svendsen, 1994) referem como região homóloga á tampa, da 
lipase de Mucor miehei o domínio altamente conservado em todas as lipases de 
leveduras que está presente também nas proteínas YlLip1 p e Yllip3p de Yarrowia 
/ipo/ytica nas posições 132 e 144 respectivamente e que se detalha na Figura 3.23. 
Contudo, a região homóloga proposta para C.rugosa e G.candidum (Holmquist e/ 
a/., 1993) e que também se detalha na Figura 3.23, não coincide com o domínio que 
após estudos cristalográficos foi proposto como tampa do centro activo destas duas 
leveduras (Gradillas e/ a/. , 1996; Schrader e/ a/. , 1996) . No entanto certas 
características deste domínio fazem pensar numa possivel implicação na interacção 
com interfaces lipídicas uma vez que mantém as posições relativas e características 
fisico-químicas de alguns aminoácidos fundamentais no funcionamento da tampa do 
centro activo como, por exemplo , a existência de resíduos hidrofóbicos volumosos. 
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144 YLLIP3 
132 YILIPl 
163 CrL1 
162 CrL2 
163 CrL3 
163 CrL4 
163 CrL5 
175 GeLl 
175 GeL2 
175 GgECLR 
157 A Ge02387 
175 A TFAB260 

Figura 3.23 - Alinhamento de um domínio altamente conservado em várias lipases fúngicas. 
(Y ILipl e YILip3: Y/ipo/ytica; CrL1 a CrL5: C.rugosa; GcL1 , GcL2,TFAB260 e GgECLR: género 
Geotricum). As substituições conservativas aparecem a cinzento. O número da prim eira coluna indica 
a posição desde a metionina inicial em cada Iipase. Sobre fundo negro encontram·se os resíduos 
totalmente conservados. A seta ass inala o al inhamente de um resíduo volumoso. 

3.3.3 - Elucidação das estruturas trid imensionais de VlLip3p 

As pontes dissulfureto que se estabelecem entre os resíduos de Cisteína nas 
posições 59/91 e 188/310, da proteina YILip3p, estão altamente conservados na 
família das lipases e das esterases. Sabe-se que estas pontes originam a formação 
do laço a nível da estrutura terciária da proteína com uma importância fundamental 
na união da enzima ao substrato (Cygler et ai., 1993) e que estabelece o encaixe da 
capa â superfície da proteína. 

A previsão teórica da estrutura tridimensional das proteínas é possivel hoje 
em dia através de sistemas automáticos de comparação de dados que possibilitam 
este tipo de cálculos (Piou et ai., 1996; Pobjecky et ai. , 1990). Os resultados são 
fiáveis em função do grau de homologia da sequência de aminoácidos da proteína a 
analisar com outras proteínas cuja estrutura foi analizada previamente por difracção 
de Raios X e que se encontra representada na base de dados ("Protein Date Bank", 
Brookhaven National Labortory). 

Recentemente tem aumentado o número de lipases e esterases cristalizadas 
cujos dados de análise por difracção de Raios X aparecem nesta base de dados. 
Comparando a estrutura primária da proteína YILip3p com proteínas da base de 
dados encontra-se uma região muito conservada de máxima homologia 
principalmente com lipases e esterases de outras leveduras. Através de 
SWISS_MODEL (Automated Protein Mode/ling Server) foi poss ivel estabelecer 
homologia com proteínas com a seguínte referência na base de dados: 1 CLEA 
(Iipase), 1CLEB (Iipase), 1COOA (Thermophilic pNB esterase) , 1QE8 (PNB esterase 
56C8) e 1 MAH (Complex-Hydrolase/toxin, Fasciculin2 - Mouse Acetylcholinesterase 
complex) , verificando-se como se esperava maior homologia com lipases. A elevada 
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homologia com as sequências destas proteínas permitiu ao sistema elaborar uma 
estrutura tridimencional para a proteína YILip3p a partir de um total de 190 
aminoácidos desde uma Asparagina na posição 93 até uma Cisteína na posição 
283. 

Figura 3.24 - Comp·aração das estruturas tridimensionais de regiões correspondentes ao 
centro activo e à capa de lipases: YlLip1 e YlLip3 lipases 1 e 3 de Yarrowia Iipo/ytica e CRL 1 
lipase 1 de Candida rugosa. 

102 



esu ta os 

Na Figura 3.24 podem ser observadas a poslçao relativa de alguns dos 
aminoácidos mais representativos entre os 190 utilizados nesta previsão. Observa­
se claramente a serina do centro activo localizada no motivo estrutural ~-fSer-a e 
relativamente próximo o motivo altamente conservado descrito na Figura 3.23. Para 
permitir a comparação com a estrutura tridimencional da proteína YlLip3p as 
estruturas mostram-se desde o mesmo ângulo e assinalam-se os mesmos resíduos 
conservados o centro activo (serina) e outros resíduos pertencentes ao bloco de 
homologia importante. Os números correspondentes a cada resíduo são os que 
aparecem na base de dados PDB ("Protein Date Bank", Brookhaven National 
Laboratory). No caso da proteína YlLip3p a numeração corresponde á da estrutura 
proposta neste trabalho. As estrutu ras onduladas representam as regiões com 
conformação de folha ~ e as espirais representam as conformações de hélice a. As 
zonas das dobras ou "Ioop" aparecem representadas como elementos tubulares. 

A representação das estrutura tridimensionais das proteínas YlLip1 p e 
YlLip3p foram realizada a partir dos dados experimentais de difracção de Raios X, 
utilizando o programa Molview (Smith, 1995). 

3.3.4- Classificação geral da proteína YILlP3p 

Como conclusão da análise comparativa das estruturas primária, secundária e 
terciária da proteína codificada pelo gene YIL/P3 esta proteína poderia classificar-se 
como uma lipase fúngíca do tipo carboxilesterase/lipase do tipo B. 

Esta classificação foi adoptada pelo Laboratório Europeu de Biologia 
Molecular (EMBL) , que a registou nas suas bases de dados com entrada através de 
um número do acesso AJ 249571 com o qual se pode aceder a partir de 30 de 
Junho de 2001 . 

Nesta subclasse encontram-se várias lipases de Geotrichum candidum e 
Candida rugosa , assim, como a lipase YlLip1 p de Yarrowia lipolytica. 

Trata-se de um grupo de a/~ hidrolases com uma estrutura secundária 
semelhante em que alternam mais ou menos uniformemente dominios em 
conformação de folha pregueada ~ com outros de hélice CJ.. 
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3.4 - INTERRUPÇAO DO GENE YILlP3 

A fim de determinar a importância do gene YIL/P3 na levedura Yarrowia 
lipolytica e caracterizar o tipo de actividade da proteína para que se expressa 
interrompeu-se o marco de leitura aberta deste gene. 

Para a sua interrupção construímos o plasmídeo que contém este gene com a 
fase de leitura aberta deleccionada (L1/ip3) e a "cassette" de URA3 que servirá de 
marcador de selecção. 

Para isso digeriu-se o plasmideo pACLlP3 (Figura 3.14) com as enzimas de 
restrição Sal I e BssH II que cortam respectivamente nas posições 3026 e 1669 do 
enxerto de 3630 pares de bases que corresponde ao gene YIL/P3. Com a enzima 
Sal I foi necessário fazer digestões parciais pois esta enzima também corta noutras 
posições do plasmídeo. Os produtos destas digestões foram tratados em 
electrofórese com geis de agarose sendo a banda de interesse cortada e purificada 
pelo procedimento descrito na secção 2.8.8 dos Materíais e Métodos. Esta banda 
de 5273 pares de bases, após sofrer um tratamento com a enzima S1, para 
transformar os extremos coesivos em extremos cegos, já que os extremos 
resultantes das digestões de Sal I e BssH II não são compatíveis , foi religada com a 
enzima T4 DNA ligase. 

Com o produto desta ligação transformaram-se células competentes de E. eoli 
(DH5a). Depois de terem sido crescidas em 2xYT, extraiu-se o ADN plasmídico que 
foi observado em electrofórese com geis de agarose. A selecção do pasmídeo com 
a fase de leitura aberta interrompida (pAL T2) foi realizada mediante estudos de 
análise de restrição com as enzimas adquedas cujo posição sequência de 
reconhecimento era conhecida . Seguindo o mesmo procedimento integrou-se neste 
plasmídeo, previamente desfosforilado para evitar a sua própria religação , o gene 
URA3 no sítio de corte da enzima de restrição Sal I, obtendo-se um novo plasmídeo 
que designamos por pAL T3 . Na Figura seguinte representa-se esquematicamente 
todo este precesso. 

Na técn ica de interrupção designada por "pop out" ocorre uma primeira 
recombinação com um sobrecruzamento simples ao nível da enzima com que se 
lineariza a "cassette" de interrupção. Desta forma fica integrada num ponto do gene 
a interromper o gene URA3 e a versão delecionada desse mesmo gene integrada na 
"cassette"; neste primeiro passo a eficiência da integração é muito maior do que no 
processo de reemplaçamento, uma vez que só é necessário um sobrecruzamento . 
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No passo seguinte os transformantes URA+ são crescidos em meio rico e de 
seguida num meio mínimo suplementado com 5' FOA, de forma que se 
selecionaram os transformantes que perderam o gene URA3. Uma vez que este 
gene fica flanquado por sequências homólogas do gene a interromper, a perda de 
URA3 acontece geralmente por recombinação entre estas sequências . Assim 
segundo se processe a recombinação numa ou noutra zona desaparece a cópia 
delecionada do gene ou a cópia genómica. Esta técnica permite assim interromper 
diferentes genes sem perder marcadores, uma vez que a estirpe interrompida 
continua a ser auxotrófica para o uracilo. Além disso permite a integração da 
primeira cópia do gene delecionado apesar da interrupção do gene resultar letal. O 
fenotipo da interrupção apenas se verifica no segundo passo da recombinação. 

Com plasmídeo pAL T3, linearizado com a enzima SnaBI, que possui um 
único sítio de corte, para favorecer a integração, transformaram-se células de Y. 
lipolytica (a estirpe selvagem INAG 135668 e a estirpe já deleccionada com o gene 
YIL/P1 estirpe FJG1) tendo-se comprovado ser a estirpe selvagem a mais difícil de 
transformar. A integração comprovou-se analisando os transformantes que cresciam 
em meio mínimo (MM) sem uracilo e com "Southem", utilizando como sondas 
fragmentos do promotor do gene YIL/P3 e do gene URA3, 

Os transformantes com o plasmídeo correctamente integrado cresceram em 
meio mínimo (MM) com 5' FOA, comprovando-se a recombinação Ura · c o m 
"Soulhem" utilizando como sondas fragmentos do promotor e uma sonda interna 
(da ORF). do gene YIL/P3 , digerindo previamente o DNA genómico dos 
transformantes com a enzima de restrição Nco I. Em todos os "Southem" realizados 
foi sempre utilizado como controle ADN genómico da estirpe selvagem INAG 
135668 e da estirpe já deleccionada com o gene YIL/P1 estirpe (FJG1 ) digerido 
com a mesma enzima de restrição que se utilizava na análise com o ADN genómico 
dos transformantes. 

O esquema da Figura 3.26 representa a metodologia utilizada para 
interromper o gene YIL/P3 podendo-se observar como podem ocorrer os processos 
de integração e recombinação acima descritos. 

Em todos os casos procedeu-se sempre á comprovação das auxotrofias dos 
transformantes obtidos por crescimento em meios mínimos sem o(s) aminoácido(s) 
utilizados para a análise tanto no processo de integração como de recombinação. 
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Figura 3.26 - Esquema representativo da interrupção do gene YILlP3. 
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Nos "So uthern-blot" da hibridação do ADN genómico da estirpe selvagem 
INAG 135668 e da estirpe já deleccionada com o gene YIL/P1 (FJG1) , digerido com 
a enzima Nco I esperava-se quer com a sonda do promotor quer com a sonda 
interna (da ORF) uma banda de 3630 pares de bases já que corresponde ao 
tamanho do gene YIL/P3 sem interromper tal como se observa nas linhas 1 e 4 de 
A) e B) na Figura 3.27. 

Após o processo de integração esperavam-se em ambas as estirpes e com a 
sonda do promotor uma banda de 3630 pares de bases que corresponde ao gene 
sem interromper e uma outra de cerca de 2300 pares de bases correspondendo á 
hibridação com a "cassete" integrada no genoma das estirpes , linhas 2 e 5 A). No 
entanto com a sonda interna apenas se deveria observar a banda de 3630 pares de 
bases pois a "cassette" integrada não possui o fragmento de que se obteve a sonda 
interna, 2 e 5 B) da mesma Figura. 

Da hibridação da sonda do promotor com o ADN genómico dos 
transformantes obtidos após o processo de recombinação deveria visualizar-se 
apenas a banda de 2300 pares de bases correspondente ao gene YIL/P3 
interrompido com o fragmento da digestão BssH IIISall, linhas 3 e 6 A) , concluindo­
se a efectividade da interrupção se esse mesmo ADN genómico hibridado com a 
sonda interna não apresenta-se qualquer sinal de hibridação linhas 3 e 6 B) da 
Figura seguinte. Foram realizados ainda outros "Southern" utilizando digestões com 
outras enzimas de restrição e utilizando outras sondas de ADN como por exemplo 
sondas de URA3. Após esta análise genética pode-se concluir que o gene YIL/P3 
está interrompido tanto na estirpe selvagem I NAG 135668 como na estirpe que já 
tinha sido deleccionada com o gene YIL/P1 estirpe(FJG1) de Yarrowia lipolytica . 

Da interrupção do gene YIL/P3 na estirpe selvagem, (INAG135668), de Y. 
lipolytica foi obtida a estirpe que se designou por ABC1, a interrupção do gene 
YIL/P3 na estirpe que já possuia o gene YIL/P1 interrompido estirpe (FJG1), originou 
a estirpe designada ABC2. 
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Figura 3.27 - Southern da interrupção do gene Y/LlP3: (A) utilizando como sonda um 
fragmento do promotor do gene Y/LlP3 e (B) utilizando como sonda um fragmento da "ORF· do 
gene Y/LlP3; l-Estirpe selvagem; 2-Estirpe selvagem com a "cassete integrada; 3- Estirpe ABCl 
(l1/ip3); 4- Estirpe FJGl (11 fip1); 5- Estirpe FJG l (t1 fip1) com a "cassete·· integrada. 6 _ Estirpe 
ABC2 (l1fipl_ I1fip3). 
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3.4.1 - Caracterização fenotípica das estirpes mutadas 

As alterações que as interrupções dos genes YILlP1 e YILlP3 originaram nas 
estirpes mutadas foram analizadas através de estudos de actividade lipásica em 
células inteiras utilizando meios sólidos e líquidos e em diferentes fracções celulares 
com diferentes substratos em meio liquido. 

3.4.1.1- Da estirpe FJG1 (L1/ip1) 

Muitas destas actividades foram realizadas com a estirpe selvagem e com a 
estirpe delecionada com o gene YILlP1 enquanto se isolava e interrompia o gene 
YIL/P3. Mais tarde quando se interrompeu o gene YIL/P3 estas estirpes foram 
novamente utilizadas para se poder comparar a sua actividade com as das estirpes 
resultantes da interrupção deste gene. 

Como se descreveu no capitulo de Introdução (secção 1.3.4) Yarrowia 
lipolytica possui várias lipases entre as quais alguma com actividade constitutiva , 
outra(s) com actividade reprimida por glucose e alguma(s) lipase(s) com actividade 
induzida por substratos lipídicos como também se pode concluir nos estudos de 
padronização de activídade lipásica realizados com a estirpe selvagem e descritos 
na primeira secção deste capítulo. 

a) Actividade Iipásica em células inteiras 

• Estudos em meio sólido 

Em meios Glucose-Agar-Tríbutírína com diferentes concentrações de 
glucose foram semeados 1 O ~lL de suspensões celulares com uma quantidade de 
107 células das estirpes selvagem e da estirpe com o gene YILlP1 interrompido 
FJG1 (d lip1). Após crescimento a 28 °c observaram-se o aspecto das colónias e 
mediram-se os halos resultantes da actividade enzimática e da colónia. 

Procurou-se também obter este tipo de resultados em meios sólidos com 
azeite em vez de tributirina, no entanto, não se conseguiu obter uma emulsão 
suficientemente opaca para se poder diferenciar os halos do meio de cultura , por 
isso esta opção foi abandonada. 

Como se pode observar na Figura 3.28, a estirpe interrompida com o gene 
YILlP1 (FJG1) apresenta sempre menor actividade que a estirpe selvagem o que 
prova que o gene YILlP1 codifica para uma verdadeira lipase. Nas duas estirpes a 
actividade diminui com o aumento da concentração de glucose no meio de cultura, 
por isso, também se pode concluir que a expressão das restante(s) lipase(s) que 
todavia permanecem na levedura, parece estar controlada de alguma forma pela 
concentração de glucose. 
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Figura 3.28 - Actividade lipásica da estirpe selvagem e da estirpe deleccionada com a gene 
YILlP1 em meios sólidos com diferentes concentrações de glucose. À direita representam·se os 
halos produzidos por ambas as estirpes crecidas num meio Agar-Glucose-Tributirina e à esquerda 
os gráficos da relação diâmetro ao quadrado do halo/diâmetro ao quadrado da colónia . 

• Estudos em meio líquido 

As diferenças de actividade observadas em meio sólido também foram 
detectadas em meio líquido. A estirpe selvagem e a estirpe t1/ip1 foram crescidas em 
iguais condições nos meios MM-Glucose e MM-Azeite descritos na secção 2.2.4 de 
Materiais e Métodos. Em diferentes tempos de crescimento foram recolhidas 
amostras para medir actividade lipásica. Como se pode observar na Figura 3.29, que 
traduz os resultados dessas medições em técnica titrimétrica com o substrato 
tributirina, as células de ambas as estirpes apresentam uma actividade residual 
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muito semelhante, quando crescem em MM-Glucose enquanto que no crescimento 
com o meio MM-Azeite esses valores são significativamente maiores, registando-se 
também uma diferença de actividade significativa entre as duas estirpes, o que 
confirma que o gene interrompido codifica realmente para uma proteína com 
actividade lipásica. 
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Figura 3.29 - Actividades enzimáticas com o substrato tributirina de células das estirpes de 
Yarrowia Iipo/ytica: Selvagem crescida em MM-Glucose (D) e em MM-Azeite (+ ); e de células da 
estirpe FJGl (LI Lipl ) crescida em MM-Glucose (O) e em MM-Azeite (O). 

Das actividades medidas com azeite (SLS) em células das duas estirpes após 
32 horas de crescimento nos meios de MM-Glucose e MM-Azeíte e com a técnica 
titrimétrica , registadas na Tabela 3.8, pode observar-se uma diminuição de 80% de 
actividade lipásica na estirpe interrompida pelo gene YIL/P1 confirmando-se de uma 
forma quantitativa a importância deste gene na actividade lipásica da estirpe 
selvagem. 
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Tabela 3.8 - Actividades lipásicas em células das estirpes selvagem e da estirpe interrompida 
com o gene Y/LlP1 FJG1 (L1Lip1) de Yarrowia /ipo/ytica com o substrato sigma lipase 
substrate (SLS). 

ESTIRPE MEIO DE TEMPO A.específica Act. % 
CULTURA (Horas) (Ilmollmin/101°cél.) Relativa Interrompida 

INAG 135668 MM-glucosa 32 9.8 
FJG1 (.6.lip1) MM-Glucose 32 11 .1 

INAG 135668 MM-Azeite 32 142 100 0.0 

FJG1 (.6.lip1) MM-Azeite 32 28.8 20 80 

b) Actividade lipásica em fracções celulares 

• Estudos em meio líquido 

Esta diferença de actividade também foi detectada em fracções celulares 
destas duas estirpes , em crescimentos MM-Azeite utilizando neste caso tributirina 
como substrato e a técnica de pH-stat , como se pode observar nos valores 
registados na Tabela 3.9. Nestas fracções e em crescimentos em MM-Glucose as 
actividades ou foram muito residuais ou não foram registadas. 

Da análise destes resultados verifica-se que em ambas as estirpes a maior 
actividade é reg istada no sobrenadante de crescimento. Nesta fracção celular a 
diminuição da actividade por interrupção do gene Y/LlP1 atinge valores de 78% 
para tempos mais avançados de crescimento até valores de 90% na fase 
exponencial desse mesmo crescimento. Esta diminuição da percentagem de 
actividade interrompida nos tempos mais avançados do crescimento celular também 
se verifica em paredes celulares , sendo esta tendência invertida na fracção 
sobrenadante de ruptura que expressa as actividades no interior da célula em que 
os valores se situam entre os 75% em 32 horas de cultura até valores de 81 % nas 
11 horas do crescimento. Em todos os casos é verificada uma grande diminuição de 
actividade enzimática na estirpe interrompida com este gene. 

Analisando os resultados de todas estas expenencias pode-se concluir que a 
interrupção do gene Y/LlP1 provocou uma descida de actividade superior a 70% em 
tempos longos de crescimento comparativamente com a estirpe selvagem , em 
crescimentos com azeite e em medições de actividade com os substratos tributirina 
e sigma /ipase sublrale, no entanto parece manter-se na estirpe interrompida uma 
actividade incrementada em crescimentos com azeite. 
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Tabela 3.9 - Actividades lipásicas em extratos celulares da estirpe selvagem e da estirpe 
interrompida com o gene Y/LlP1 (Ll lip1) de Yarrowia lipo/ytica com o substrato tributirina. 

ESTIRPE MEIO DE TEMPO A.específica Act. % 
CULTURA (Horas) (Ilmol/min/mg.prot.) Relativa Interrompida 

Selvagem MM-Azeite 11 4.2 100 0.0 
(INAG135668) 

Selvagem MM-Azeite 24 15 100 0.0 
I (INAG135668) 

Selvagem MM-Azeite 32 13 100 0.0 
I (INAG135668) 

Selvagem 
lJ1NAG135668) 

MM-Azeite 38 12.5 100 0.0 

FJG1 (ó Iip1) MM-Azeite 11 0.43 10 90 

FJG 1 (ó Iip1) MM-Azeite 24 0.88 I 15 85 

FJG1 (ó lip1) MM-Azeite 32 1.7 33 67 

FJG 1 (ó Iip1) MM-Azeite 38 1.1 22 78 

MM-Azeite 24 5.31 100 0.0 

MM-Azeite 32 9.3 100 0.0 

MM-Azeite 11 0.29 33 67 
MM-Azeite 24 0.72 14 86 
MM-Azeite 32 1.32 14 86 

Selvagem MM-Azeite 24 3.5 100 00 

Selvagem MM-Azeite 32 3.9 100 0.0 

FJG1 11 095 19 81 

FJG1 0.95 27 73 

FJG1 MM-Azeite 32 0.99 25 75 
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3.4.1.2- Das estirpes ABC1 (iJJip 3) e ABC2 (iJJip1.illip3) 

Depois de se ter comprovado por análise genética a interrupção do gene 
YIL/P3 na estirpe selvagem INAG135668 e na estirpe interrompida com o gene 
YIL/P1 (INAG135668 Alip1) procedeu-se à determinação das actividades 
enzimáticas das estirpes resultantes destas interrupções. Da interrupção da estirpe 
selvagem resultou a estirpe ABC1 (t:.lip3) e da interrupção da estirpe interrompida 
com o gene YIL/P1 (FJG1) resultou a estirpe ABC2 (Mp 1.Mp3) . 

a) Actividade lipásica em células inteiras 

• Estudos em meio sólido 

Nestas análises dos fenotipos das estirpes mutadas seguiram-se os 
procedimentos que já vinham a ser utilizados com a estirpe selvagem e com a 
estirpe t:.Up1 . Inicialmente cresceram-se as 4 estirpes em meio sólido Glucose­
Agar-Tributirina, observando-se as colónias e medindo-se os halos de actividade 
após 120 horas de crescimento. Como se pode observar-se na Figura 3.30 a relação 
entre o diâmetro ao quadrado do halo e o diâmetro ao quadrado da colónia diminui 
de (6.8±0.58) da estirpe selvagem para, (4.4±0.15) na estirpe ABC1 , (3.2±0.54) na 
estirpe FJG1 e (1 .95±0.29) na estirpe ABC2, o que permite concluir que a actividade 
eliminada é considerável sendo mais significativa nas estirpes com o gene YIL/P1 
interrompido. 

c o 

Figura 3.30 - Halos de actividade em Glucose-Agar-Tributirina e gráfico com medições dessa 
actividade de estirpes de Yarrowia lipo/ytica: A) Estirpe selvagem, B) ABC1 (AIiP3), C) FJG1 
(AIiP1), e O) ABC2 (MiP1.MiP3). As barras de erro referem-se a um desvio padrão de 3 réplicas. 
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• Estudos em meio líquido 

As medições em meio líquido com células de crescimentos das quatro 
estirpes (selvagem, t1/ip1, .1/ip3 e .1/ip 1, t1/ip3), em meio de cultura MM-Azeite, com 
o substrato paranitrofenil butirato registam-se no gráfico da Figura 3.31. Neste caso 
utilizou-se a técnica espectrofotométrica com este substrato por ser mais fácil e mais 
rápida de realizar já que se dispunha de um elevado número de amostras. 

Tal como em meio sólido observa-se uma diminuição de actividade nas 
estirpes interrompidas comparativamente com a estirpe selvagem, confirmando-se 
também que essa diminuição é maior nas estirpes interrompidas com o gene YIL/P1 
do que com o gene YIL/P3 . 
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Figura 3.31 - Actividade lipásica com o substrato paranitrofenil butirato em células de 
crescimtos em MM-Azeite da estirpe selvagem e das estirpes desta levedura interrompidas 
com os genes Y/L1P1 e Y/L1P3 : Selvagem (INAG 135668), ABC1 (L1/ip3) , FJG1 (L1 /ip1) e ABC2 (L1 
/ip1. L1 /ip3). 

Para confirmar os resultados anteriores realizou-se um ensaio com células 
dos crescimentos de 32 horas utilizando neste caso a tributirina como substrato , 
dado o seu carácter de verdadeiro Iípido e e a precisão das medidas de actividade 
com este substrato. Os resultados destes ensaios apresentam-se graficamente na 
Figura 3.32. 
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A interrupção do gene Y/LlP3 apenas produz uma diminuição de actividade 
lipásica de cerca de 20% enquanto que a interrupção do gene Y/LlP1 produz uma 
redução da actividade Iipásica superior a 50%, no entanto não se pode rejeitar a 
ideia que a proteína codificada pelo gene Y/LlP3 possua mais afinidade por outros 
substratos diferentes dos utilizados neste trabalho. 
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Figura 3.32 - Actividade Iipásica com o substrato tributirina em células de 32 horas de 
crescimentos em MM·Azeite da estirpe selvagem e das estirpes desta levedura interrompidas 
com os genes Y/LlP1 e Y/LlP3 : 1) Estirpe selvagem 2) ABC1 (/l lip3 ) 3) FJG1 (/l /ip1 ), e 4) 
ABC2 ( /l/ip 1. /JIip3 ). 

Destes estudos pode-se também concluir que, a estirpe que possui os dois 
genes interrompidos conserva actividade lipásica, se admitirmos que a proteína 
codificada pelo gene Y/LlP2, devido à grande diferença estrutural que apresenta 
comparativamente com estas proteínas deverá por isso apresentar um tipo de 
actividade diferente, nesse caso seria de admitir a existência de outros genes, que 
codificam para proteínas com actividade lipásica em Y. lipo/ytica . 

Esta actividade verificada na estirpe que possui os dois genes interrompidos 
não é suficiente para explicar a indução que se observa nas restantes estirpes pelo 
que se poderia concluir através destes estudos de actividade Iipásica que os genes 
Y/LlP1 e Y/LlP3 são de alguma forma induzidos quando as estirpes que os possuem 
crescem em substratos com azeite, este facto é ainda mais notório se atendermos à 
indução verificada nas estirpes Selvagem e ABC 1, que possuiem o gene Y/LlP1 
sem interromper. 
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b) Actividade lipásica em fracções celulares 

Para se verificar se havia mais actividade lipásica em células ou 
sobrenadante de crescimento cresceram-se em meio MM-Azeite a estirpe nativa, a 
estirpe t1lip1 e a estirpe, t1lip3. Após 24 horas de crescimento guardou-se 1 mL de 
células juntamente com o meio de crescimento (Extracto Total) que foi congelado. 
Retirou-se dos matrazes ao mesmo tempo outro mL de extracto total que se 
centrifugou separando as células do sobrenadante de crescimento, posteriormente 
estas células ressuspenderam-se em 1 mL de água estéril. Mediram-se actividades 
com 200 IlL de cada uma destas amostras utilizando como substrato paranitrofenil 
butirato pois sendo um substrato cromogénico permite que as actividades se 
possam realizar de forma mais simples e reprodutiva. 

Os resultados destas experiências representam-se no gráfico da Figura 3.33. 
Observa-se em todas as estirpes maior actividade no sobrenadante de crescimento 
do que em células e em todos os casos a diminuição da actividade na estirpe 
interrompida com o gene YIL/P1 é maior que na estirpe interrompida com o gene 
YIL/P3. 

Os resultados destes estudos poderão ser úteis na purificação destas 
proteínas, pois a purificação a partir do sobrenadante é mais fácil e menos 
dispendiosa. 

Figura 3.33 - Actividades lipásicas com o subst rato paranltrofenil butlrato em extrato total, 
células e sobrenadante de crescimento da estirpe silvestre e das estirpes interrompidas com 
os genes Y/L/P1 (FJG1) e Y/LlP3 (ABC1) de Y./ipo/ytica. 
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Resultados 

3.4.2 - Complementação das estirpes mutadas pelos 
genes YILlP1 e YILlP3 

Com o objectivo de determinar se as perdas de actividade são consequência 
das interrupções dos genes YIL/P1 e YIL/P3 em colaboração com Morin, (2000), do 
grupo de investigação, complementara-se as estirpes que possuiam estes genes 
interrompidos. 

Para complementar a interrupção do gene YIL/P1 construiu-se o plasmideo 
pYILlP1 , que possui o gene URA3, um sitio de replicação autónoma (ARS 68) e o 
gene YIL/P1 . 

Para esta construção digeriu-se o plasmideo que possui o gene YIL/P1, 
pFGLlP7, com as enzimas de restrição Spe I e Hind II. Purificou-se a banda de 3.2kb 
mediante "Gen Clean" (Materiais e Métodos secção 2.8.8), enxertando-se depois o 
fragmento purificado no plasmideo pINA444, previamente digerido com as enzimas 
She I e Hind III ( das digestões de Spe I e Nhe I formam-se extremos compatíveis). 
Mediante digestões com diversas enzimas de restrição comprovou-se que a 
construção estava correcta. 

Com o plasmideo resultante transformaram-se a estirpe interrompida com o 
gene YIL/P1 (t,lip 1) , a estirpe com os genes YIL/P1 e YIL/P3 (Mp1.Mp3) e a estirpe 
selvagem de Yarrowia /ipo/ytica. 

De forma semelhante, para complementar as interrupções do gene YIL/P3 foi 
construido o plasmideo pYILlP3. Este plasmideo possui o gene YIL/P3, o sitio de 
replicação autónoma (ARS 18) e o gene marcador de selacção LEU2. Para a 
construção deste digeriu-se o plasmideo pACLlP3 (que possui o gene YIL/P3 
completo) com as enzimas de restrição Spe I e Cla I, purificando-se de seguida a 
banda de 4.4 kb. A seguir purificou-se o ADN desta banda para ser ligado ao 
plasmídeo p1NA240 digerido previamente com as enzimas de restrição Spe I e Cla I. 
Após digestões com várias enzimas de restrição comprovou-se que a fusão estava 
correctamente efectuada. 

Este plasmideo foi utilizado para transformar a estirpe interrompida com o 
gene YIL/P3 e a estirpe interrompida com os dois genes (YIL/P1 e YIL/P3) como se 
pode observar na Figura 3.34. 

Sempre que se achou necessário e para comprovar que as transformações 
das estirpes de Yarrowia lipo/ytica estavam bem efectuadas, além de se fazerem 
várias sementeiras em meios selectivos , extraia-se o ADN plasmidico dessas 
estirpes de Yarrowia /ipolytica e transformavam-se com ele células competentes de 
Ecoli. Uma vez extraído o ADN plamidico da bactéria era digerido de seguida com 
endonucleases de restrição. Os padrões das bandas resultantes dessas digestões 
foram observados em electrofórese com geis de agarose. 
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Figura 3.34 - Representação esquemática dos pasmideos pYILlP3 e pYILlP1 (Morin, 2000). 

De seguida procedeu-se ao crescimento das estirpes transformadas com os 
plasmideos pYILlP1 e pYILlP3 nos meios de cultura MM-Azeite e MM-Glucose. 
Após 32 horas de crescimento recolheram-se amostras e foi medida actividade 
enzimática com o substrato paranitrofenil butirato . Os resultados destas actividades 
estão representados nos gráficos da Figura 3.35. 

Em todos os casos pode-se observar que as estirpes com os genes 
interrompidos recuperaram a actividade perdida após transformação com os 
plasmídeos respectivos. Além disso a estirpe selvagem e a estirpe com dupla 
interrupção quando transformadas com o plasmideo pYILlP1 mostraram um 
incremento de actividade lipásica da mesma ordem que o da estirpe interrompida 
com o gene YIL/P1 . 
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Figura 3.35 - Análise da actividade, com paranit rofenil butirato como substrato, em células das 
estirpes transformadas com os plasmídeos pYILlP1 e pYILlP3. Selv.- estirpe selvagem, illip1 -
estirpe com o gene Y/LlPI interrompido, illip3-estirpe com gene Y/LlP3 interrompido e illip1, illip3-
estirpe com os dois genes interrompidos. 
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Resultados 

3.5 - ANÁLISE DA EXPRESSÃO DO GENE Y/LlP3 

3.5.1 - Análise tipo "Northern-blot" do gene Y/LlP3 

Com base nos resultados observados nas medições de actividade enzimática, 
em que se verifica uma indução de actividade, quando Yarrowia lipolytica cresce em 
meios com azeite como fonte carbono, e com o objectivo de analizar o tipo de 
expressão do gene YIL/P3 foram realizadas análises tipo "Northern-blot". Além 
disso, este tipo de análises, permitem estabelecer o tamanho do ARN transcrito do 
referido gene. 

A estirpe de Yarrowia Iipolytica INAG135668 foi crescida em simultâneo e nas 
mesmas condições no meio MM-Glucose (com glucose) e no meio MM-Azeite (com 
azeite). Às 10, 20 e 30 horas recolheram-se amostras dos dois crescimentos para 
extrair ARNs totais de acordo com o método descrito na secção 2.8.3 dos Materiais 
e Métodos. Após se ter determ inado a sua concentração, 15 ~g de cada um destes 
ARNs foram desnaturados e separados num gel de agarose a 1 % transferindo-se de 
seguida a uma membrana de nitrocelulose. 

Como sonda foi utilizado um fragmento de 472 pares de bases de ADN obtido 
do plasmídeo pACLlP3 (possui o gene YIL/P3 clonado) pela digestão com a 
endonuclease de restrição Xho I, que corta nas posições 2500 e 2972 da fase de 
leitura aberta do gene YIL/P3. 

Os ARNs fixados hibridaram-se com esta sonda marcada radioactivamente 
detectando-se, depois de se ter revelada a película que se colocou em contacto com 
a membrana, uma única banda de ARN transcrito de aproximadamente 2.5 
kilobases. Esta mesma membrana foi desibridada e hibridada de novo com um 
fragmento de 1552 pares de bases marcado radioactivamente correspondente à 
fase de leitura do gene LEU2 entre os sítios de restricção Apa I e EcoR I, tendo-se 
detectado também um único transcrito de aproximadamente 0.7 kilobases. A 
intensidade das diferentes bandas obtidas nesta hibridação poderá ser utilizada 
como controlo de carga da hibridação anterior. Os resultados deste estudo podem 
ser observados na Figura 3.39. 
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Figura 3. 39 - " Northern-blot" da expressão do gene YIL/P3 durante o crescimento da estirpe 
selvagem de Yarrowia lipolytica (INAG 135668) em MM-Glucose e em MM-Azeite. 

o sinal de hibridação de 0.7 kilobases corresponde à cópia cromossómica 
do gene LEU2 na estirpe INAG 135668, auxolrófica para a leucina por estar 
interrompida aproximadamete a 0.7 kb do início da transcrição , o que origina que 
não seja funcional e as celulas necessitem de leucina para crescer. 

Relativamente à expressão do gene YIL/P3 pode-se concluir que: 

=:o Possui níveis de transcrição relactivamente baixos como se pode observar, nas 
bandas superiores da Figura 3. 39. As bandas da parte superior da figura 
correspondem à autorradiografia com uma exposição prolongade de 80 horas do 
filtro hibridado com a sonda de 472 pares e bases do gene YIL/P3. Quando 
comparadas com os sinais da sonda do gene LEU2, que possui apenas 24 horas de 
exposição verifica-se que apesar disso estes possuem maior intensidade. 

=:o Em amostras de ambos os crescimentos, com glucose ou com azeite, não existe 
uma variação significativa da expressão ao aumentar o tempo de cultura. Por isso 
pode-se afirmar que a expressão deste gene a nível transcricional , não depende da 
fonte de carbono no meio de cultura e que portanto se trata de um gene com uma 
expressão constitutiva a este nível. 
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Resultados semelhantes já tinham sido obtidos com o gene YILlP1 de 
Yarrowia lipoytica quer através de análises do tipo "Norihern-blof' (González, 1997) , 
quer atravéz de estudos realizados com o seu promotor (Morin, 2000) . 

Nestes estudos foi estudado o efeito do azeite a nivel transcricional por se 
trata r de um composto de composição conhecida e de composição pouco va riável 
que pode ser um dos substratos naturais da levedura Yarrowia lipolytica. No entanto 
não se pode rejeitar a possibilidade de que exista algum outro composto na natureza 
que possa actuar como indutor da expressão destes genes. 

Comparando estes resultados com os obtidos em medições de actividade 
lipásica em que é verificada indução quando as células crescem em meios com 
azeite como única fonte de carbono , pode concluir-se que a regulação destes genes 
se produz a nível pós-trancricional. 

Processos de regulação pós-transcricional foram já descritos por Tsuzuki et 
ai., (1999) . Segundo este autor, determinadas concentrações de glucose podem 
produzir uma diminuição da actividade lipásica, devido a uma mudança estrutural 
provocada pela glucose na molécula da lipase. Pensa-se que neste fenómeno 
intervêm resíduos de Triptofano situados nas proximidades do centro activo que 
estão presentes na maioria das lipases e que também se encontram nas proteinas 
YILip1 p e YILip3p. No entanto, este fenómeno por si só não explica a indução 
registada nas medições de actividade lipásica de crescimentos com azeite . 
Provavelmente outros fenómenos de regulação desconhecidos aié ao momento 
possam intervir na regulação destes genes. 

Foram ainda real izados ensaios em electrofórese com geis de poliacrilamida 
de acordo com o protocolo descrito na secção 2.4.3 de Materiais e Métodos. 
Nestes ensaios utilizaram-se amostras da estirpe selvagem e amostras das estirpes 
resultantes da interrupção dos genes YIL/P1 e YIL/P3, crescidas em MM-Glucose e 
em MM-Azeite. Apesar das inúmeras repetições realizadas não foi possível obter 
dados conclusivos, já que o número de bandas obtidas devidas à presença de 
outras proteínas não permitiu identificar com clareza as bandas correspondentes ás 
lipases em estudo quer se tratasse de geis revelados com prata quer nos geis 
revelados com azul de Coomassie. 

Para estes ensaios as amostras foram precipitadas com acetona e com ácido 
tricloroacético (TCA). Provavelmente estes dois tipos de precipitações não foram 
adquadas pelo que em trabalhos futuros se pensa repetir estes ensaios utilizando 
amostras precipitadas com outros produtos como sejam o sulfato de amónio ou 
semi-purificadas através de processos como a cromatografia de exclusão em gel. 
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4- CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Demonstrou-se que a levedura dimórfica Yarrowia /ipo/ytica possui uma 
elevada capacidade para produzir diferentes proteínas com actividade lipásíca: 
proteínas com características estruturais semelhantes , YlLip1 e YILip3, e outras, com 
algumas diferenças estruturais relativamente a estas, como a proteína YILip2. 

As proteínas que foram objecto de estudo ao longo deste trabalho - YlLip1 e 
YILip3- não apresentam um sinal peptídico característico. Este facto é muito 
surpreendente, já que os substratos sobre os quais actuam, devido ao seu tamanho , 
não podem penetrar no interior celular. Se o seu transporte para o exterior se realiza 
pelas vias habituais de secreção, então deve processar-se mediante algum sinal 
diferente, ou então seguem uma via de secreção distinta das propostas até ao 
momento. Sendo assim, os genes que codificam para estas proteínas seriam bons 
modelos para este tipo de estudos. A purificação destas proteínas permitiria a 
obtenção de anticorpos, e posteriormente , com técnicas imunocitoquímicas seria 
possível a localização celular destas proteínas. 

Os estudos de biologia molecular que permitiram a caracterização dos genes 
Y/LlP1 e Y/LlP3 , foram realizados prioritariamente à caracterização fisico-química 
mais detalhada das proteínas por eles expressas. A identificação dos substratos 
preferenciais destas enzimas e as condições apropriadas à sua acção , a 
ca racterização de aspectos funcionais como a enantiosselectividade e as 
actividades destas enzimas quando imobilizadas, de entre outros aspectos, poderão 
permitir uma avaliação do seu potencial uso industrial em diferentes processos já 
descritos na introdução deste trabalho . A purificação destas proteínas e o recurso 
posterior a técnicas como a cristalografia, poderão contribuir para um conhecimento 
mais profundo destas enzimas. A produção deste tipo de enzimas parece estar 
assegurada, na levedura Yarrowia /ipo/ytica , a custos relativamente baixos dada a 
sua capacidade para crescer com substratos baratos . 

Uma vez que a estirpe resultante da interrupção dos dois genes Y/LlP1 e 
Y/LlP3 (ABC2) ainda apresenta actividade lipásica, decidiu-se proceder à pesquisa 
dos genes que possivelmente existem nessa levedura responsáveis por essa 
actividade. 

O grupo de investigação (Morín , 2000) consegiu isolar por PCR um novo 
fragmento de ADN genómico de Yarrowia /ipo/ytica que apresenta homologia com as 
lipases desta e de outras leveduras. 

Em futuros trabalhos será construída uma minigenoteca parcial de Yarrowia 
/ipo/ytica a fim de isolar o referido gene utilizando este fragmento como sonda. O 
isolamento deste gene e a sua posterior interrupção na estirpe selvagem e nas 
estirpes obtidas pela interrupção dos genes Y/LlP1 e Y/LlP3 dará lugar a uma 
estirpe quase carente de actividade lipásica ou com uma atividade lipásica e/ou 
esterásica diferente devida a proteínas distintas de YILip1 e YlLip3 como parece ser 
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a da proteína YILip2. Estudos com essas estírpes interrompidas também permitirão 
um melhor esclarecimento sobre o tipo de expressão dos genes estudados neste 
trabalho e consequentemente sobre o sistema de lipases da levedura Yarrowia 
/ipo/ytica. 

Os resultados expostos poderão contribuir para a caracterização a nível 
genético do sistema de assimilação de gorduras pela levedura Yarrowia /ipo/ytica e 
são compatíveis com os de outros autores (Demolder et aI., 1992; González, 1997; 
Mattey et ai, 1978; Olta et a/. , 1982; Ruschen et a/. , 1982). 
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5- CONCLUSÕES 

Primeira - A levedura Yarrowia /ipo/ytica apresenta várias actividades lipásicas 
codificadas por diferentes tipos de genes. A maior parte dessas actividades são 
catalizadas por proteinas codificadas pelos genes Y/L/P1 e YIL/P3. Estes genes são 
induzidos por azeite e reprimidos por glucose. 

Segunda - A estirpe de Yarrowia lipolytica com o gene YIL/P1 interrompido 
apresenta uma actividade lipásica de aproximadamente 70% menor que a estirpe 
selvagem. 

Terceira - Foi isolado o gene YIL/P3 mediante técnicas de peR e bibliotecas de 
ADN genómico. Este gene apresenta uma fase de leitura aberta de 1494 pares de 
bases que codificam uma proteína constituida por 498 aminoácidos com uma massa 
molecular estimada de 55.8 kDa. Os seus extremos 5' e 3' possuem as sequências 
consenso características das leveduras , e que se relacionam com o início e a 
terminação da transcrição. 

Quarta - A transcrição do gene YIL/P3 dá lugar a uma única espécie de mARN com 
um tamanho aproximado de 2.5 kilobases. 

Quinta - A sequência de aminoácidos da proteína codificada pelo gene YIL/P3 
apresenta homologia com a sequência do gene YIL/P1 e com sequências de genes 
que codificam para lipases em fungos. 

Sexta- As proteinas codificadas pelos genes Y I LI P 1 e YIL/P3 possuem 
conformações espaciais muito semelhantes entre si e semelhantes ás de outras 
lipases da família das carboxilesterases de leveduras . 

Séptima - Foram obtidas duas novas estirpes de Yarrowia lipolytica resultantes da 
interrupção do gene YIL/P3 na estirpe selvagem e na estirpe que já possuía o gene 
Y/L/P1 interrompido. 

Oitava - A interrupção do gene YIL/P3 produziu uma diminuição da actividade 
lipásica de aproximadamente 20% rei activamente ao total verificado na estirpe 
selvagem. 
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