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De entre as especies de leveduras, Yarrowia lipolytica € uma das
maiores produtoras de proteinas extracelulares (proteases acidas neutras e
alcalinas, fosfatase acida, ribonucleases e lipases). As lipases (triacilglicerol
hidrolases) sao enzimas importantes no metabolismo das gorduras, catalizando
a ruptura dos triacilgliceréis em acidos gordos livres e glicerol. Para além da
baixa solubilidade dos seus substratos naturais, esta hidrolise € catalizada na
interface entre um substrato insollvel e a fase aquosa na qual a enzima esta
solubilizada. Este aspecto distingue-as das esterases, as quais catalizam
preferencialmente a hidrolise de ésteres soluveis em agua. As lipases
constituem um grupo ubiquo de enzimas capazes de catalizarem diversas
reacgdes, muitas das quais de interesse industrial ( hidrolise estereo-selectiva,
trans-esterificacao, etc.).

Neste trabalho, descreve-se a clonagem molecular e a
caracterizacdo de um gene de Yarrowia lipolytica, que codifica para uma
proteina com actividade lipasica, bem como a caracterizacdo fenotipica de
outro gene que codifica para uma proteina com o mesmo tipo de actividade. As
sequéncias completas de DNA destes genes codificam para duas proteinas de
486 e 498 aminoacidos. As sequéncias de DNA deduzidas apresentam
homologia com lipases de outros fungos (Candida cylindracea e Geothrichum
candidum) possuindo em comum a sequéncia do sitio de activacao interfacial.
As lipases de Yarrowia lipoytica possuem sitios potenciais de N-glicosilacéo e
regides reguladoras de ORE (oleate response element) nos promotores de
ambos os genes. Estas proteinas nac apresentam um sinal peptidico claro.

A interrupgao dos genes YILIP1 e YILIP3 produz uma diminuicdo da
actividade lipasica em meios com azeite comparativamente com a estirpe
selvagem.
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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 hydrolysis 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 (stereoselective hydrolysis,
transesterifcation, etc.).

In 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 fungi
(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 YILIP1 and Y/LIP3 produces lower lipase
activity in olive oil medium when comparing to the wild type.
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NOMENCLATURA

Abreviaturas utilizadas neste trabalho

ADN: acido desoxirribonucleico
ARN: acido ribonucleico
ARNm: ARN mensageiro
DEPC: dietil pirocarbonato
DIG: digoxigenina
DNAse: desoxirribonuclease
DNTPs : desoxirribonucledtidos trifosfato
DTT: ditiotreitol
EDTA: etilendiamino teracetato de sodio
IPTG: isopropil-3-D-tiogalactosido
kb : kilobases (1000 pares de bases)
kDa: kiloDalton (1000 Dalton)
pb: pares de bases
PCR: reaccdo em cadeia da polimerase
PEG: polietilénglicol
RNAse: ribonuclease
SDS: dodecil sulfato de sodio
SSC 10X: cloreto de sodio, citrato de sédio
TE: TRIS, EDTA
TRIS: tri (hidroximetil) aminometano
UV: ultravioleta
X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indol-D-galactésido
“C: graus centigrados
g: grama
DO: densidade optica
L: litro
M: molar
mM: milimolar
min: minuto
mL: mililitro
nm: nanometro
wmol: micromole
uL: microlitro
lLg: micrograma
rpm: rotacdes por minuto
s: segundo
A: comprimento de onda
SLS: sigma lipase substrato

As restantes abreviaturas correspondem as abreviaturas internacionais e
aos sistemas de medidas admitidos (IUPAC, Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada), incluindo os codigos de uma e trés letras para designar os aminoacidos.
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- INTRODUCAO

1.1- LIPASES

1.1.1— Definicao

Na literatura, encontra-se com frequéncia a utilizacao indistinta dos termos
lipase e esterase. Na realidade, ambas catalizam a hidrolise de ligacbes éster de
scidos carboxilicos e compreendem o grupo de enzimas pertencentes a sub-
subclasse (3.1.1). No entanto, o termo esterase € mais amplo incluindo além das
lipases os dois grupos:

-Carboxilesterases (EC 3.1.1.1) que Iinicialmente se denominavam

esterases B (Medda ef al., 1992);

-Arilesterases (EC 3.1.1.2) que se denominavam esterases A e hidrolizam

ésteres aromaticos, tais como o fenil acetato (Chang et al., 1996; Upton et

al.,1995).

A Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), na sua
edicao de 1992, sobre recomendagdes de nomenclatura, atribuiu as lipases o cédigo
EC(3.1.1.3), especificando que se trata de enzimas que hidrolizam ésteres
carboxilicos do glicerol, de acordo com a seguinte reacgao (Brady et al., 1990; Hide
et al., 1992):

| , :
| Triglicérido + H20 <@——— Glicerol + Acidos gordos

Com um substrato como a trioleina na reaccgéo anterior, uma lipase pode ser
vista como (a) uma enzima que hidroliza ésteres do glicerol com acidos gordos ou
como (b) uma enzima que hidroliza ésteres de acidos gordos de cadeia longa.
Nenhuma das definicbes parece ser concludente. Com um substrato como a
tributirina a definicdo (a) seria aplicavel mas nédo a definicao (b). Com benzil
estearato a definicéo (a) ndo & aplicavel, mas sim a (b).

Adicionalmente, estabeleceu-se que uma verdadeira lipase actua em
substratos heterogéneos ou, se o faz em substratos soltveis em agua, sera muito
lentamente. Além disso as lipases ndo sé hidrolizam um substrato em forma
emulsionada como também em estado micelar.

Diversos autores (Polgar, 1992) tém estabelecido classificagcdes para as
proteinas segundo diversos critérios incluindo a analise evolutiva das sequéncias de
aminoacidos.

Actualmente uma das classificacdes estruturais das proteinas mais importante
€ a estabelecida por Murzin et al. (1995). Encontra-se disponivel na Internet desde
1995 (http://scop.mre-Imb.cam.ac.uk/scop/). Esta classificacdo inclui as lipases pelas
Suas caracteristicas estruturais, que se descrevem na secg¢do seguinte, na
superfamilia das o/P} hidrolases. Nesta superfamilia existem as subdivisées nas
familias, que se descrevem na Tabela 1.1.




|

Tabela 1.1- Classificacdo estrutural de proteinas com actividade lipasica (SCOP) (Murzin et al.,
1995).

—

" o/B hidrolases:

1.Acetilcolinesterases (3)
sTorpedo californica (5)
oLlectrophorus electricus (1)
sMus musculus (1)
2.Serina-carboxipeptidase (3)
A-Serina-carboxipeptidase [I
oTriticim vielgaris (5)
sSaccharomyces cerevisiae (2)
B-Human 'protective protein', HPP
eHomo sapiens (1)
3.Haloalcano dehalogenase (1)
*Xanthobacter autotrophicus strain gj10 (9)
4.Dienolactona hidrolase (1)
*Pseudomonas sp. B13 (1)

5.Bromoperoxidase A2 (1)
*Strepromyces aureofaciens (1)
6. Tioesterases (1)
Tioesterase miristoil-ACP-especifica
*Vibrio harveyi (1)
7.Lipases fiingicas(8)
A-Triacilglicerol lipases
eCandida antarctica (forma b ) (5)
esRhizomucor miehei (4)
ePenicillium caembertii (1)
*Humicola lanuginosa (1)
°Rhizopus delemar (1)
B-Carboxilesterase/lipase tipo B
eGeotrichum candidum estirpe ATCC 34614 (1)
*Candida rugosa (também chamada cvlindracea) (7)
*Candida rugosa (colesterol esterase) (1)
8.Lipases bacterianas (1)

*Pseudomonas glumae
(conhecida como Pseudomonas gladioli )(1)

9.Lipases pancreaticas (dominios N-terminais)(2)
(contém um dominio de unido a colipase adicional)

*Equus caballus (1)
*Homo sapiens (2)

S

Entre paréntesis indica-se o nimero de proteinas que se classificaram num primeiro momento em cada
Seccéo.
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As lipases catalizam varias reaccdes (Balcéo ef al., 1996). Apesar de serem
sintetizadas pela natureza para quebrar ligagGes ester de gliceréis com o
consequente consumo de moléculas de agua (hidrolise), as lipases também podem
catalizar a reacgéo inversa (sintese esterica) em condi¢cdes especiais de quase
auséncia de moléculas de agua, quer dizer a formagéo de ligacdes éster entre
grupos alcodlicos e grupos carboxilicos acidos. Na sintese organica, os dois
sentidos desta reacgdo podem-se combinar e modular dando lugar a uma série de
reacgdes denominadas de interesterificagdo. Dependendo do ponto de partida
particular em termos de substrato, pode-se falar de aciddlise (donde um grupo acilo
¢ permutado entre um grupo acilglicerol e um acido carboxilico), de alcoélise
(donde um grupo acilo & permutado entre um acilglicerol e um alcool) e
transesterificagao (no qual se intercambiam grupos acilo entre dois acilglicerdis).

Na Figura 1.1 clarifica-se o intercambio de radicais acilo em todas estas
reacgoes.

R{-COO-R, q-COO} Ry-COO-Rg4

\I \I
I\ I\

I \I
ON) I\

R3 COO—RZ R3 ~OOH -COO-R4

Figura1.1 - Representacédo esquematica das reagOes catalizadas pelas lipases. 1- Hidrolise, 2-
Sintese estérica, 1+2- Alcodlise, 1+3- Aciddlise, 1+2+3+4- Transesterificacdo. Os grupos acilo
estao marcados com Ri (i=1,2,3,4). A zona sombreada representa a fase aquosa da reacgao.
(Adaptado de Balcdo, Paiva e Malcata,1996).
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Assim a maior diferenga entre lipases e esterases parece estar associada
com o estado do substrato sobre que actuam. Enquanto que as esterases podem
hidrolizar substratos sollveis, as lipases, ndo. Parece apropriado portanto, definir as
lipases como enzimas que hidrolizam ésteres na interface agua lipido num sistema
heterogéneo ou insoluvel. E precisamente na interface &gua-lipido que as lipases
exibem outra das suas caracteristicas: a activagéo interfacial. Enquanto que uma
esterase tem um comportamento tipicamente michaeliano num estudo de actividade
relativamente a concentragao do substrato, uma lipase exibe um ponto de activacédo
com uma concentragdo de substrato com valor de saturagédo =1 (quando se
comecam a formar agregados). Esta diferenga pode ser apreciada em qualquer
estudo comparativo do comportamento cinético de uma lipase e uma esterase, cujos
resultados seriam semelhantes aos observados no grafico da Figura 1.2 onde se
mostra uma adaptagéo dos resultados publicados por Sarda e Desnuelle (1958) com
um substrato como a triacetina. Quando a concentracdo de substrato alcanga o
ponto de saturacao e o meio passa de homogéneo a heterogéneo, as moléculas de
substrato formam agregados moleculares do tipo micelar e a enzima activa-se
devido a nova forma do substrato (activagao interfacial).

w4 -
e et
e o
g 8 4 2
= . .__i-fl— »
= 7 |
= |
ol i .“r r’
W s i
D15 ! r"!
=) .f ’.f‘ ——— Lipase
& gl ! ]
= ! / — W Esterase
'E D 5 i J’
’ -—r
D *__,_,ﬁ_d_4-__—+—-"’

=

0 0,5 1 115 2 25
Indice de saturacao

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

Tao importante como este conceito de activacdo interfacial pode ser o
conceito de inactivagdo interfacial (Verger, 1984). Este fendmeno nao é apenas
éstudado nas lipases. Sabe-se, que em maior ou menor grau as proteinas mudam
de conformagao ao interactuar com uma interface entre dois meios imisciveis ou
Parcialmente misciveis (Tronin ef al., 1996). A desnaturagdo que sofrem as proteinas
€m presenca de SDS (dodecil sulfato sédico) acima da sua concentragdo micelar
critica ¢ um exemplo de inactivagao interfacial (Nascimento e Campos,1994).
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Estes mecanismos de activagio e inactivagio interfaciais sdo descritos como
essenciais para o mecanismo de reacgdo de uma lipase.

O mecanismo mais importante para a ac¢ao de uma lipase em substratos em
emuls@o foi proposto por Verger et al. (1996) e esquematiza-se na Figura 1.3, na
qual se inclui a ideia recente de inactivagao interfacial.

Fase aquosa
=

Superficie interfacial

a+S==ES==E +P

N

Fase lipidica

Figura 1.3 — Modelo esquematico de lipdlises. E enzima em dissolugdo, Ea enzima adorsorvida
sobre a interface, S substrato, P produtos e Ed enzima desnaturada.

1.1.2— Caracteristicas estruturais

Os estudos por difraccdo de Raios X de estruturas cristalinas de algumas
lipases purificadas, permitiram conhecer a base estrutural para o fendbmeno de
activagao interfacial (Holmquist et al., 1993). Em condicbes aquosas, em fase
homogénea, indice de saturagédo do substrato baixo, a enzima esté inactiva pois o
centro activo esta protegido por uma tampa ou “lid” formada por uma pequena
sequéncia de aminoacidos com estrutura secundaria de o-hélice com caracteristicas
anfipaticas. Em presenca de substancias insolGveis em agua (quando o indice de
saturacgédo é superior a unidade), essa tampa desloca-se por forma a que o centro
activo da enzima fique exposto ao substrato como uma regido hidrofébica que se
estabiliza por absorcéo a interface apolar formada pelo substrato. Esta sera a
conformagéo activa da enzima. Brady et al. (1990) sugeriram que esta tampa
actuaria de forma a inibir a actividade proteolitica e portanto protegendo as enzimas
de autélise enquanto néo estéo a reagir.

O sitio activo das lipases é constituido por uma triade catalitica formada por
residuos de uma serina, uma histidina e acido aspartico (Brady et al., 1990) que
nalguns casos, como por exemplo em Geotrichum candidum, esta substituido por
Um residuo de acido glutamico (Schrag et al., 1991). O residuo de serina esta
Situado entre dois residuos de glicina & distancia de um residuo de outro aminoacido

i A ST e s



|

qualquer. Parece tratar-se de uma estrutura bastante conservada; o pentapéptido
comum tem a seguinte forma: Gly-X-Ser-X-Gly.

Qutras enzimas relacionadas, incluidas dentro do grupo das hidrolases
serinicas e proteinases serinicas tém substituida uma das glicinas pela alanina.
Assim, 0 motivo comum a todas elas sera (Gly-X-Ser-X-Gly-(Ala)). Este motivo
aparece no banco de sequéncias do EMBL (European Molecular Biology Laboratory)
mais de 1500 vezes (Derewenda et al., 1991). A analise da estrutura secundaria da
proteina em torno desse pentapéptido revela um motivo estrutural B-eSer-o que
esta presente em varias familias de lipases e esterases (Drewenda et al., 1991). O
perfil hidropatico em todos os casos revela regides hidrofobicas em torno do
pentapéptido em todas as lipases com valores de indice hidropatico entre 0.7 e 14.3
(Hide et al., 1992).

Esta estrutura que esta muito conservada tem a serina activa localizada no
extremo C-terminal de uma regido com estrutura secundaria de hélice o. Nos
estudos de caracterizacdo da estrutura tridimensional destas proteinas, realizados
até ao momento, por difraccdo de Raios X e por modelizagdo molecular
(Derewenda et al., 1994; Norin et al., 1994), demonstrou-se que nestes casos a
serina adopta a conformac&o «.

A Figura 1.4 mostra esquematicamente um modelo da estrutura secundaria
conservada pelas lipases de estrutura tridimensional conhecida. Este modelo geral
coincide com o de uma lipase de Pseudomonas aeruginosa e consta de 8 regides
com estrutura de folha pregueada p intercaladas por regiées com conformacodes de
a-hélice.

Histidina \(

SERINA g
ACTIVA Residun
iMNucledldod acidico

Figura1.4 —-Esquema da estrutura secundiria de lipases com estrutura tridimensional
Conhecida. (Baseado em Jaeger et al., 1993).




Na Figura 1.5 mostra-se com mais detalhe a conformag¢éo que adoptam os
residuos que formam parte do sitio catalitico na lipase LIP1 de Mucor miehei e na
lipase LIP1 de Candida rugosa, segundo foi modelado, com base em dados
cristalograficos.

| Mucor miehei LIP1 / Candida rugosa LIP1
N/ Asp (203) S

Figural.5 - Representacgdo tridimensional da estrutura cristalografrica do sitio catalitico da
lipase de Mucor miehei (Brady ef al.,, 1990) e de uma lipase de Candida rugosa (Grochulski
et al., 1994). As linhas ponteadas representam as pontes de H entre os residuos que formam a
triade catalftica. HEE representa uma molécula de N-hexilfosfanato etil-ester, um inibidor
(Brzozowski et al., 1991).

O mecanismo de reaccdo do sitio activo das lipases tem sido proposto
(Jaeger et al., 1994) e mostra-se na Figura 1.6. Primeiro, ocorre um ataque
nucleofilico do oxigénio do grupo hidréxilo sobre o atomo do carbono do grupo
carbonilo da ligacéo éster. Isto, leva a formacao de um intermadiario em forma de
tetraedro (reacgédo 1). A histidina incrementa as caracteristicas do grupo hidroxilo
da serina. O anel amidizdlico da histidina fica carregado positivamente. Esta carga
positiva estabiliza-se com a carga negativa do residuo acido dos acidos aspartico e
glutamico. O intermediario em forma de tetraedro estabiliza-se através de duas
pontes de hidrogénio formadas com ligacbes amida de residuos de aminoacidos
que se encontram ao redor da histidina. Finalmente, o alcool é libertado, deixando
atras um complexo acil-enzima (reacg¢édo 2). Mediante um ataque nucleofilico de
um ido hidréxilo, o acido gordo liberta-se e a enzima regenera-se (reacgao 3).
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Figura 1.6 - Mecanismo detalhado da hidrdlise de uma ligacdo éster mediante uma lipase
(Jaeger et al., 1994).

A comparacao das sequéncias das proteina com actividade lipasica permite
definir 3 regides consenso muito conservadas que incluem os trés elementos
relacionados com o sitio catalitico (serina activa, espago oxianionico e residuo
acidico). A regido correspondente a histidina da triade catalitica & contudo uma
regido menos conservada.

. Na Tabela 1.2 comparam-se as sequéncias de aminoacidos de algumas das
lipases conhecidas. Pode-se observar como alguns dos residuos implicados na
formagéo da estrutura catalitica estdo altamente conservados entre as espécies.
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Tabela 1.2 - Comparacao das sequéncias de aminoacidos em torno dos residuos da triade
catalitica em lipases de diversos microrganismos.

Origem Serina Activa Espaco Residuo Acidico
Oxianionico

Pseudomonas aeruginosa | LSGQP D

Pseudomonas alcaligenes | ISGEG D

pseudomonas gluniae ATGAT D

Bacillus subtilis ETGAK . 5

Bacillus pumilus KTGAK D
Sraphvlococcus auretts WEPGK D
Staphylococcus hyicus WKPGH D

Mucor mihei QYPSY D HLDP
Rhizopus delemar AHPTY D HVPP Q
Rhizopus niveus AHPTY D HVPP Q
Penicilium camembertii QNPNY o o KLPT L
Geotrichum candidum (1)[ GGDPD T F‘APV?%“
Candida rugosa (1) GGDPT T FGTS{E
Candida rugosa (2) GGDPS T FGLL L
pdncreas humano GYSPS PAEPCFQ
pdncreas porcino GYSPS BT PAEPCFQ
Ig:lsn'icu humana KTGQK LL = SAT N ADPQD

Os residuos marcados a negro correspondem a aminoacidos idénticos. Os aminoacidas
marcados a cinzento correspondem as substituicGes conservativas.

As estruturas tridimensionais (3D) da lipase fungica de Rhizomucor miehei
e da lipase pancreatica humana foram determinadas em 1990. Desde entao,
mais onze estruturas de lipases foram resolvidas, as quais, com excepcdo da
lipase pancreatica, sdo todas de origem microbiana (Jaeger et al., 1994).

Nas Figuras 1.7 e 1.8 comparam-se as estruturas tridimensionais dos sitios
cataliticos e os envolventes aminoacidicos de duas lipases ja analizadas por
difracgao de Raios X.

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

Na Figura 1.8 representa-se a zona correspondente ao sitio activo da lipase
de Candida rugosa (Cygler et al., 1994). Foi cristalizada na conformacéo aberta

(activa) com a formagdo de um complexo com 2-hexadecano sulfanato de
sddio.

==y = T
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Figura 1.7- Estrutura tridimensional do sitio catalitico da lipase 1 de Geotrichum candidum. Os
residuos corados estéo relacionados com o centro activo da enzima. Esta representagdo corresponde

aos dados reais de difraccéo de Raios X da proteina 1 THG de G.candidum em conformacgao fechada
(inactiva) (Schrag et al., 1993).
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FiQILIira 1.8- Estrutura tridimensional do sitio catalitico da lipase 1 de Candida rugosa. Dados
Obtidos por difraccao de Raios X (que confirmam os existentes por modelizag&o tedrica). Os residuos
Corados estdo relacionados com o centro activo da enzima. Esta representagao corresponde aos

dados reais de difracgado de Raios X da proteina 1CRL de C. rugosa, em conformacgéo aberta (activa)
(Cyiger et al., 1994).
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1.1.3 - Caracteristicas fisico-quimicas

As lipases microbianas séo em geral, glicoproteinas acidas (as lipases 1 e 2
de Candida rugosa possuem pontos isoelectricos de 4.5 e 4.97 respectivamente) e
com uma massa molecular compreendida entre 19 e 60 kDa. Contém entre 3 e 15%
de hidratos de carbono, sendo a manose mais abundante. Sdo enzimas sollveis
apesar, de como ja se realgou, actuarem sobre emuls&es ou micelas.

Estas enzimas apresentam uma grande diversidade quanto aos factores que

afectam a sua actividade: especificidade por substrato, valores de pH &ptimo,
temperatura 6ptima, inactivagao pelo calor, etc. (Tabela 1.3):

Tabela 1.3 — Temperatura, pH dptimos e inactivagao pelo calor de varias lipases microbianas.

pH T optima Inactivacio Referéncia
optimo (¢C) t (min): -
T (°C)
Penicillium chrysogenum 6.2-6.8 37 " [Ramakrishnan et ef., 1952
Pseudomonas fragi 7.0-7.2 32 [5:72 [Nashil, et al., 1953]
Rhizopus delemar 5.6 33 15:50 [Fukumoto ez al., 1964]
Aspergillus niger 5.6 25 15:45 |[Fukumoto er al., 1963]
Penicillium roqueforti 8.0 37 [0:50 |Eitenmiller er al., 1970]
Staphyvlococcus aureus 8.5 45 30:70 [Vadhera, 1974]
Geothricum candidum 8.2 539 15:60 [Tsujisaka er al., 1973]
Achromobacter lipolyticium 7.0 31 40:99 [Khan, er al., 1967]
e Deteccao
Dos diversos meétodos utilizados para determinar a actividade lipasica
destacamos:

a) Ensaios em placa

Os acidos gordos que se libertam pelo desdobramento do substrato formam
um halo transparente que pode ser realgado utilizando substancias corantes,
fluorescentes (Converse et al, 1981; Kouker et al, 1987; Samad et al, 1989) ou
recorrendo & utilizagao de substratos cromogénicos (Miles et al, 1992).

Tabela 1.4 - Determinacao de actividade lipasica em placa.

SUBSTRATO PRODUTG DA REACCAO

Tributirina Acidos gordos livres | Com ou sem indicadores de cor
(Rodamina , Azul Victoria, Fenol etc.)




'

b) Fluorescéncia

Os acidos gordos libertados formam um complexo com a sonda fluorescente
e uma proteina.

Tabelal.5 - Determinacao da actividade lipasica por fluorescéncia.

PRODUTO DA REACCAQ METODO

Trioleina Acidos gordos livres Formacéo de 350(ex)

complexos 500 (em)
Triglicéridos con- | Andlogos de 4cidos Alteracdo da fluorescéncia | 340(ex)
tendo un anel gordos livres 400(em)
pireno

c) Tensao superficial

Mediante analise das mudancas na tensao superficial de um sistema
heterogéneo, formado na interface entre o substrato hidrofobico e a fase hidrofilica
formada pela agua. Este efeito estuda-se atraves da técnica da monocapa numa
balanca de Langmuir.

Tabelal.6 - Medigao da actividade lipasica por variacdo da tensao superficial.

SUBSTRATO PRODUTO DA METODO

REACCAO

Dicaprina Acidos gordos livres Medigao do movimento de barreira
Triglicéridos de cadeia | Acidos gordos livres Diminuicdo da tensao superficial
longa

d) Métodos espectrofotométricos

Realizam-se a partir de uma série de reacgbes enzimaticas de transformacao
de algum dos produtos da reaccao em substéncias coradas (Tabela 1.7). A alteragéo
da carga negativa na interface agua-lipido utilizando um corante catiénico como a
safranina (Rawyler et al., 1989), pode resultar num método eficiente e simples.
Outros ensaios utilizam para-nitrofenilesteres (Stuer et al., 1986) de 4cidos gordos
de cadeias mais ou menos longas. No entanto, ndo s&o tao especificos para lipases,
Pois também s&o hidrolizados por esterases.
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Tabelal.7- Determinacéo da actividade lipasica por especirofotometria.

PRODUTO METODO  PRODUTO FINAL A(nm)

REACCAQ

Trioleina Glicerol Conversao NAD* 340
enzimatica
Trioleina Acidos gordos | Carga Safranina 520/560
livres negativa
p-nitrofenil p-nitrofenol O produto final | p-nitrofenolato 410
| ésteres corado

e) Determinacéao titrimétrica (pH-stat)

Como o pH é um factor importante em catalise enzimatica, mantém-se
constante através da adicdo continua de uma solucéo diluida de NaOH. O volume
adicionado monitoriza-se em fungéo do tempo. Este meétodo denomina-se pH-stat
(Desnuelle et al., 1955). A velocidade da reacgéo € uma fungao da concentracéo de
lipase e de substrato da emulsao (Tabela 1.8). No capitulo Materiais e Métodos
(seccdo 2.5.1), pode observar-se a constituigdo de um aparelho utilizado na
determinacao da actividade lipasica por este método.

Tabelal.8 - Determinacao titrimétrica da actividade lipasica.

SUBSTRATO PRODUTO DA REACCAO

Triglicéridos Acidos gordos livres

e Purificacio

O isolamento das lipases microbianas faz-se habitualmente a partir de
precipitactdes do sobrenadante de cultura de microrganismos crescidos até a fase
estacionaria (Muderhwa et al., 1985; Rua et al., 1993; Sugihara et al., 1990).

Os procedimentos de purificagdo baseiam-se de uma forma geral em varias
etapas com utilizacdo de técnicas ndo especificas como a precipitagdo com sulfato
de amoénio, cromatografia de filtragdo sobre gel e cromatografia de troca idnica.
Contudo estes procedimentos usuais sdo muitas vezes dificeis e morosos e com
baixos rendimentos finais. Por isso, recentemente tem-se incrementado a utilizagao
de técnicas cromatograficas por afinidade, sistemas de micelas invertidas, sistemas
aquosos de duas fases, técnicas de ultrafiltragdo por afinidade e técnicas de
Imunopurificagdo (Taipa et al., 1992).
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O bioprocesso mais usual comeca com a remocgéo das células do meio de
cultura (filtragao ou centrifugacao). A solugéo livre de células € entdo concentrada
por filtragdo seguida de precipitagdo com sulfato de aménio ou de extraccdo com
solventes organicos. Esta etapa de concentracéo € habitualmente a primeira etapa
do isolamento sendo a enzima bruta concentrada e aoc mesmo tempo semi-
purificada. Se os microrganismos crescem em meios com abundancia de lipidos,
normalmente a primeira etapa de isolamento consiste numa extraccdo ou numa
precipitagdo com solventes organicos tais como etanol, acetona ou butanol. Apos
serem concentradas e parcialmente isoladas as lipases microbianas extracelulares
sao entdo altamente purificadas por uma combinacdo de varios métodos
cromatograficos. Para purificar uma lipase microbiana até a homogeneidade com um
rendimento global de 30% e factores de purificacdo de 320x, sdo necessarias 4 a 5
etapas de purificag¢ao.

Todos estes aspectos foram revisados num trabalho publicado por Taipa ef al.
(1992).

1.1.4- Ocorréncia biolégica

As lipases estao amplamente distribuidas na natureza podendo encontrar-se
em animais, como a lipase pancreatica, as lipases da lingua, do leite, do tecido
adiposo, etc.; em plantas principalmente nas sementes oleosas (actuam sobre os
corpos lipidicos dos esferossomas); em bactérias fundamentalmente em espécies
dos géneros Chromobacterium, Pseudomonas e Stapphylococcus; em leveduras
principalmente em espécies do género Candida e na espécie Yarrowia lipolytica e
em fungos especialmente em espécies dos géneros Aspergillus, Geotrichum,
Rhizopus, Mucor e Penicillium.

As lipases microbianas sao bastante diversificadas nas suas propriedades
enzimaticas e especificidade para o substrato, o que aliado a sua facil
disponibilidade as torna muito atractivas para multiplas aplicagées industriais.

Muitas das lipases microbianas sao extracelulares, sendo excretadas através
da membrana externa para o meio de cultura. A optimizacao das condictes de
obtencao de lipases microbianas é muito importante uma vez que as condi¢es de
cultura influenciam as propriedades e quantidades do produto, bem como a razéo
entre a producao de lipases extracelulares e intracelulares. A guantidade de lipases
produzida depende de varios factores ambientais tais como a temperatura de cultivo,
PH, a composigédo em nitrogénio, as fontes de carbono e de lipidos, a concentracéo
de sais inorganicos e a disponibilidade de oxigénio. A producdo destas lipases é
habitualmente induzida pela presenca de substratos lipidicos (Taipa ef al., 1992).

Algumas das lipases produzidas por leveduras, como as de Candida rugosa ja
t€m importantes aplicacées biotecnoldgicas, como se regista na seccdo seguinte,

existindo importantes estudos de engenharia genética e estando muito bem
Caracterizados os genes que as codificam.
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As razbes para o enorme potencial biotecnolégico das lipases microbianas
devem-se as seguintes caracteristicas:

= Faceis de obter e purificar.

= Sao estaveis em solventes organicos.

= Nao requerem cofactores.

= Possuem uma elevada especificidade pelo substrato.
= Exibem uma elevada enanteo-selectividade.

1.1.5 — Aplicacoes biotecnoldgicas

Devido as suas propriedades, ja realcadas em paginas anteriores, as lipases
sao das enzimas mais largamente utilizadas na industria em geral e na quimica
organica em particular (Jaeger et.al., 1998).

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

Tabela 1.9 - Utilizac@o biotecnoldgica de lipases.

Organismo produtor Utilizacao Comercializado por
Candida rugosa Sintese orgéanica | Amano, Biocatalysts, Boehringer
Mannhein, Sigma
Candida antartica AIB | Sintese organica | Boehringer Mannhein, Novo
Nordisk

Thermomyces Aditivo para Boehringer Mannhein, Novo
lanuginosus detergentes Nordisk

Rhizomucor miehei Alimentacdo Novo Nordisk, Biocatalysts, Amano
Burholderia glumae Sintese organica | Unilever

Burkholderia cepacia Sintese organica | Amano, Fluka, Boehringer
a8 Mannheim

Psem?omomts Aditivo para Genencor

alcaligenes detergentes

Pseudoffionas Aditivo para Genencor

mendocina detergentes

Pseudomonas Sintese organica | Biocatalysts
 fluorescens

P Sﬂ’ﬂd_omﬂﬂﬂs Sintese organica | Merck

aeruginosa

Chromobacterium Sintese organica | Asahi, Biocatalysts
UISCOSH‘H‘I
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Das varias aplicagdes biotecnologicas das lipases destacamos as seguintes:

e Inddstria alimentar

Durante o armazenamento dos alimentos, principalmente dos carneos, uma
das maiores alteragdes ocorre na fraccao lipidica por hidrélise dos triglicéridos, a qual
& catalizada por lipases, provocando fenomenos de rancificacao, que alteram as
caracteristicas organolépticas do alimento. Isto pode ser evitado controlando as
reaccdes de esterificagdo ou permutando os grupos éster (Langrand ef al.,1990).

Em muitos alimentos de uso diario o desenvolvimento de sabores depende da
libertagdo de acidos gordos volateis, o que pode ser conseguido pela adicdo de
lipases a estes produtos (Jachmanian et al., 1996; Langrand et al., 1990).

Na Europa e no Japao estd a fazer-se um grande esforco para a
comercializacdo de lipases que catalizem reaccdes de interesterificacao e
transesterificacdo de produtos alimentares. A companhia Unilever obteve uma série
de patentes para a interesterificacdo de acidos gordos e glicerol. Estes processos
proporcionam a utilizagao da interesterificagéo de acidos gordos adequada para a
sua utilizacdo em emulsées, e derivados lipidicos como manteiga, cremes artificiais e
gelados (Benjamin e Pandey, 1998; Jaeger et al.,1994).

A posicdo, composicdo da cadeia e grau de insaturacdo influenciam
grandemente, nao s6 as propriedades fisicas, mas tambéem o valor nutricional e
sensorial de um dado ftriglicérido. Por exemplo, a manteiga de cacau tem um ponto
de fusdo de aproximadamente 37°C, conduzindo a que a sua fusdo na boca resulte
na percep¢ao de uma sensacéo de arrefecimento. Como se pode observar na Figura
1.9, utilizando uma lipase imobilizada de Mucor miehei substitui-se, por trans-
esterificacéo, o acido palmitico pelo acido estearico, resultando um triglicérido com a
desejada sequéncia estearico-oleico-estearico:

?HgOCO.Pal
“HOCO.Ole

CHQOCO.P&I
(0.19 partes)

HrOCQ.Pal LIPASE H,0OCO.Pal

de
Mucor niichei

HOCO.Ole + Ste.COpH —————— Pal.COH + ?I"[OC.0.0IQ

CH,OCO.Pal  Acido Acide  CHR0CO.Ste
estearico palmitico (0.47 partes)
1.3-Dipalmitil-2-
oleil glicerol "HoOCO.Ste
CHOCO.Qle

CH,0CO.Ste
(0.34 partes)

Figura 1.9- Reaccdo de trans-esterificacac  na obtengdo de sucedaneos de
Manteiga de cacau.
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A produgé&o de determinados esteres com acidos gordos de cadeias curtas é
importante para a sua utilizacéo na industria dos gelados (Langrand et al., 1990;
Takhata et al., 1993).

e Industria farmacéutica

A maioria dos farmacos com maior valor terapeutico sao obtidos a partir de
diversos processos quimicos que dao lugar a uma mistura de dois estereocisémeros e
em geral um deles possui efeitos secundarios residindo no outro a acgéao
farmacoldgica (Roberts ef al., 1995; Wolnak et al., 1990). A separacdo através de
processos convencionais nem sempre € possivel.

Uma vez que nas formulagbes farmacéuticas se deve obter a maxima accgéo
farmacéutica com efeitos secundarios minimos, a enantioselectividade tem neste
caso um grande interesse pois a catalise preferencial da reacgdo de um dos
esterecisomeros facilita a separagao de ambos pela alteragcao das propriedades
fisico-quimicas do produto da reacgao (Gonzalez, 1997). Um exemplo claro deste
interesse € a separacao de L-aminoacidos de misturas recemicas de aminoacidos
por biocatalise enzimatica utilizando acilases de Aspergillus oryzae (Roberts ef al.,
1995). Outro exemplo interessante € a obtencao de anti-inflamatorios homoquirais a
partir das suas misturas racémicas. Assim, Palomer ef al. (1993) publicaram a
obtencdo de (S)-cetoprofeno mediante a reac¢do enzimatica catalizada pela lipase
de Mucor miehei esquematizada na Figura 1.3.

0O H CHg

¢

f
o il Q O COOCH,CF,
coocH,cF, Lipase
S8 O R —DEPLY,

COOC,H,
Racémico (rac)

-~

1

Figura 1.10 - Obtencio de (S)-cetoprofeno butil ester mediante a hidrdlise enzimatica.

As lipases mais utilizadas na obtencdo de farmacos sao as de Candida
fugosa. Elas sé@o capazes de catalizar as reacc¢des de sintese necessérias para a
Producdo de numerosos farmacos como se pode observar na Tabela 1.10. As lipases
desta levedura produzem compostos nao esterdides anti-inflamatérios, compostos
Com potencialidades anti-viricas e a sintese enantioespecifica de alcalbides, alcoois
Secundéarios, antibioticos, inibidores bioguimicos e precursores de varios farmacos.
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Tabelal.10 — Farmacos obtidos mediante reaccoes catalizadas por lipases.

REACTIVO PRODUTO
Acidos gordos -+ilcool S-Iburoprofenc Esterificacio | Gotto et al.,1996
Esteres de cloroacetato Trifluorofenantril etanol Alcoglise Kato ef @l.,1996
Acetoxi e fenilbenzoato Andlogo da aspirina Hidrdlise Cipiciani er al.,1996
Androstane acetilado Androstano Hidrdlise Baldessari et al..1996
Acidos gordos poli-insaturados | Prostaglandina Hidrolise Wille, 1996
(R,S)-cloroetilcetoproteno S-cetoprofeno Hidrolise Lalonde. 1995
Epéxido e 2 propil-amina Propanolamina Esterificacio | Kamal e Rao.1994
Rac-trifluoroetil-cetoprofeno S-cetoprofeno butil ester Alcodlise Palomer er al., (1993)

e Produciao de pesticidas

As lipases sao industrialmente utilizadas também na resolugéo de pesticidas
racémicos mediante reaccdes de acetilacdo e de hidrolise. Assim, por exemplo, as
lipases de Candida rugosa catalizam a reacgéo de 2-(4-isoprolaxifenil)propionico, um
intermedidrio na sintese de um acaricida quiral (Bosetti, ef al., 1994) através de uma
reaccdo de hidrolise. Na emulsdo do substrato oleoso, mais de 95% & um
enantidmero S. O enantiomero S, assim obtido, possui uma forte actividade ovicida
contra Tretranychus urticae.

Um analogo de hormonas juvenis util como insecticida, foi obtido com
elevado grau de pureza por hidrolise dos respectivos cis e trans-2-(dmetoxibenzil)-1-
cicloexilacetato (Zarevaika et al., 1993). De forma semelhante podem-se obter
compostos opticamente activos com fungao insecticida e fungicida.

e Utilizacio como bio-sensores

Existem numerosos artigos sobre a utilizagao de lipases na determinacéo de
triglicéridos em gorduras e oleos alimentares ( Haalck ef al., 1991; Rakhimov, 1986).
Um dos métodos usados baseia-se na oxidacao do glicerol (liberto pela accéo das
lipases) pela glicerol-desidrogenase. O NADH formado na reaccdo pode medir-se
através de tecnicas espectrofotometricas (Schoemaker ef al., 1994).

Outros importantes usos analiticos destas enzimas consistem na
determinagéo de lipidos na industria alimentar, de bebidas, em analises de poluigéo e
em clinica, especialmente em pacientes com problemas cardiovasculares (Yissum,
1991; Mitsubishi, 1990).
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o Outras aplicacoes

As lipases também podem ser utilizadas como aditivos em detergentes; na
producdo de aromas para a industria de cosmeética e perfumaria (Miyamoto,
et.al.,1995 ; Osaka, 1995); na industria de papel para eliminar determinados
compostos hidrofébicos como triglicéridos e ceras, presentes na polpa de que se
obtém o papel (Farell et al.,, 1997) e em biorremediacéo para eliminar varias
substancias aguando dos derrames de oleos.

No futuro, uma area de aplicag@o importante sera o aumento do uso de
lipases como biocatalisadores na preparacdo de compostos quirais na forma
enantiomérica pura.

Nos ultimos anos tém-se desenvolvido intensos programas para obter
biocatalisadores termostaveis 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
presenca de determinados produtos sem perda de actividade. Os avangos em
engenharia genética e na tecnologia do ADN recombinado poderao ajudar a produzir
enzimas com elevada estabilidade (Kottwitz et al., 1994) com boas consequéncias
especialmente em termos econémicos e ecoldgicos.

o Lipases imobilizadas

Conjuntamente com a importancia de estudar novas lipases capazes de
catalizar reacgdes de interesse industrial, tais como a modificagdo de dleos e
gorduras (Malcata et al., 1990), reaccdes de sintese quimica em solventes organicos
(Chen et al., 1989; Parida et al.,1991) resolugéo de misturas racémicas (Chen, 1993)
etc., tém-se realizado muitos esforgos no sentido de encontrar bons suportes para a
imobilizacao das lipases (Malcata et al., 1992; Otero et al., 1988; Stark ef al., 1989;
Shaw et al., 1990). As vantagens das lipases imobilizadas incluem a sua
reutilizacéo, a facil separacao dos produtos, o incremento da estabilidade da enzima
0 aumento da enanteo-selectividade, etc. (Malcata et al., 1990; Malcata ef al.,1992;
Moreno et al., 1993; Pilone et al., 1993; Sanchez et al., 1996).

Os trabalhos publicados sobre diferentes procedimentos de imobilizagéo de
lipases (atrapamento, microencapsulagéo, entrecruzamento, adsorgdo, unido
covalente, modificagdo quimica etc., foram recentemente revisados pelo grupo de
Malcata (Balcéo et al., 1996) num trabalho que reune as principais caracteristicas
das lipases imobilizadas até essa data. Com base nessa publicacéo construiu-se a
tabela 1.11.
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Tabela1l.11 - Principais caracteristicas de alguns biorreactores que utilizam lipases
imobilizadas (Balcao et al.,1996).

Reaccao Substrato(s) Origem da lipase Método de

imobilizacao

Hidrolise Azelte Candida rugosa Ligacdo
covalente
“Alcodlise Etanol [-sustituido Candida rugosa e pancreas porcino | Precipitaciio
Hldzollse BEFT Candida rugosa Adsorcio
"ﬂ;‘.{;:"'ésterif'ica— |-estearil 1,2-linoleil, 3- Mucor miehei, Candida deformans Permuta idénica
¢io oleilglicerol Rhizopus arrhizus e adsor¢do
Alcoohsc Tributirina e benzil-alcohol : Candida rugosa, Yarrowia lipolytica, : Precipitaciio
Pseudomonas fluorescens,
Penicilliuim cvelopium,
Penicillium. roquefortii,
pancreas porcino,
Humicola lanuginosa, Mucor
Jjavanicus, Rhizopus delemar, Mucor
Javanicus, Rihizopus niveus,
Aspergillus niger
Sintese de Acido oleico e mono- e di- ; Semente de colza Precipitaciio e
ésteres oleilglicerol adsorcio
Aciddlise | Azeite e dcidos octandico,  Mucor miehei Precipitaciio e
decandico e ladrico adsorcio
Hidrolise Esteres de triacilgliceroles : Mucor miehei Adsorcdo
Aciddlise Oleo de soja e dcidos Mucor miehei e pincreas porcino Adsor¢io
ldurico, palmitico e oleico
Transesteri- Gordura de manteiga Aspergillus niger, Mucor miehel, Adsorcio
ficacio Candida rugosa
Aciddlise Azeite e dcidos metil- Rhizopus chinensis Atrapamento
estedrico, estedrico e
‘‘‘‘‘‘‘ palmitico
Sintese de Acido oleico e oleilalcool:  Mucor miehei Adsorcio
gsteres dcido octandico e octanol;
dcido miristico e propanol
Transesteri- | Oleo de “coprah” e metil Candida deformans, Adsorc¢ao
ficagio estearato Rhizopus arrhizus,
_ Mucor miehei
Sintcse de 1-dodecanol e dcido n- Pseudomonas fragi Precipitacdo
Steres dodecandico
sfntcse de (R,S)-1-feniletanol e acido : Candida rugosa Adsorcido
SSteres heptandico
S‘“tese de Geraniol e dcido laurico Humicola lanuginosa Adsorcio
Csleres
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Tabela 1.11 — Continuacéo da tabela da pagina anterior.

HlLlIOllbe Azeite e dgua Humicola lanuginosa Adsorc¢io,
uniflo covalente
ou entre-
cruzamento

Tnteresterifica- | Oleos vegetais (¢dco, Mucor miehei Adsorcio

¢io p’alma..etc )

Hidrolise Oleo de soja e dgua C. rugosa Adsorcio

‘Acidélise Oleo de canola e dcido Péncreas porcino Adsorcio

laurico

"ﬂ{Leresteriﬁca- Oleo de canola e trilaurina : Pdncreas porcino Adsorcio

g0

Hidrolise Acilglicerol e dgua Leite humano Precipitacio

Hidrélise Azeite e dgua C. rugosa Precipitacio

Sintese de Butanol ou etanol e dcido  : C. rugosa, Aspergillus niger, Precipitacio e

ésteres butirico pancreas porcino, Mucor michei adsorcio

Interesterifica- | Etil D-glucopirandsido e Mucor miehei, Candida antarctica, Intercambio

clo dcidos gordos C,-C,q Humicola sp., C. rugosa, i6nico

Pseudomonas sp.
Interesterifica- | Oleo de castor Chromobacterium viscosum Precipitacio
cao
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1.2- EXPRESSAO DE PROTEINAS HETEROLOGAS
EM LEVEDURAS

Nos ultimos anos, tem-se registado um grande incremento na produgéo de
proteinas por engenharia genética. Das inUmeras vantagens deste processo,
destacamos as seguinies:

—Melhores indices de producao, a baixos custos;

=0btencéo de proteinas (enzimas) de interesse por melhoria de:
-estabilidade (termoestabilidade, pH, resisténcia a desactivacéo
oxidativa, etc.);
- actividade (aumento da velocidade da reaccé@o, aumento da afinidade
pelo substrato, alteragéo da especificidade, resisténcia & inibicado pelo
substrato e/ou produto).

Os sistemas mais desenvolvidos para a expressao de proteinas utilizam E.
coli como hospedeiro. Este microrganismo apresenta alguns problemas tais como
degradacao proteolitica, possiveis contaminac¢des com endotoxinas e a necessidade
de ruptura celular para recuperar as proteinas, para aléem de as proteinas assim
expressadas se acumularem em agregados insoltveis denominados corpos de
inclusdo. Alternativamente tem-se utilizado Bacillus subtilis, que também secreta
proteinas e apresenta menos problemas de toxicidade. No entanto, os
transformantes s&o instaveis e € incapaz de realizar modificagdes poés-traduccionais
como a glicosilagao.

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

=S80 organismos seguros para a producéo de proteinas de utilizacdo humana;

= Consegue-se, a escala industrial, uma produgao de proteinas a partir de
substratos econémicos;

=Podem realizar modificacdes poés-traduccionais nas proteinas (glicosilagao,
formacao de pontes bissuliuradas, maturacao proteolitica, etc.);

=Rapido crescimento e facil manipulagdo genética;

=kExiste uma ampla gama de sistemas de expressao de ADN heterdlogo (variedade
de estirpes, vectores, etc.), o qual permite aumentar a capacidade de

determinados promotores, incrementar a estabilidade dos vectores de expressao
etc..

Apesar de tudo, a expressao génica € um processo muito complexo, de forma
que podem aparece problemas em varios pontos, desde a transcrigdo até a
estabilidade da proteina secretada.
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1.2.1 — Secrecao de proteinas

Um dos principais objectivos na producéo de proteinas € a sua secregao, nao
s6 porque a purificagdo € mais facil, como se evita a possivel instabilidade e
toxicidade das proteinas no interior da célula.

A producao de proteinas é dirigida por uma sequéncia de sinal N-terminal
implicada na deslocacdo dos polipéptidos atraves da membrana do reticulo
endoplasmatico. Posteriormente o sinal peptidico & eliminado pela peptidase sinal.
No Iimen do reticulo endoplasmatico, as proteinas sao glicosiladas e transportadas
em vesiculas ao complexo de Golgi, onde sofrem modificacdes das estruturas
glicosidicas. Finalmente as proteinas introduzem-se em vesiculas de secregdo que
se dirigem a superficie celular. Neste processo, os determinantes mais importantes
s&o:

o Sequéncia de sinal

Constituida por um extremo N-terminal carregado, um nucleo central
hidrofébico e uma sequéncia consenso para a eliminacao do sinal peptidico (Ng et
al., 1996). Muitos péptidos sinal contém aminoacidos basicos antes do nulcleo
hidrofobico e, por vezes aparecem aminoacidos neutros e pequenos, proximo do
sitio de corte da peptidase sinal, dando origem a uma estrutura em c-hélice. Umas
vezes, utilizam-se sequéncias sinal da proteina que se vai secretar outras vezes
sequéncias da propria levedura (Zheng et al., 1996). Contudo, tem-se demonstrado,
em muitos casos, ndo ser necessaria a presenca do peéptido sinal para a secrecéo
da proteina (Akatsuka et al, 1994, Blachly-Dyson et al., 1987). Neste caso, a
proteina madura deve conter outros motivos que sejam reconhecidos pela
maquinaria de secrecao (Duong et al., 1994; Micanovic et al, 1990). Nas leveduras,
as trés sequéncias sinal mais utilizadas na expressao heterdloga sao os genes que
codificam para a fosfatase acida reprimivel (PHOS) (Fermifian, 1996), a invertase
(SUC2) (Roca et al., 1996) e o factor o. (Mfa1) (Kolling et al., 1993).

e Glicosilacio

Muitas proteinas séo glicosiladas uma vez sintetizadas. A porcao glicosidica
parece estar envolvida em diversos processos como o reconhecimento de células, a
interacgdo de hormonas com os seus receptores, interacgbes microrganismo-
hospedeiro, solubilidade e estabilidade (Rademacher et al, 1988). Apesar de muitas
glicoproteinas expressas em leveduras serem activas, (Elliott et a/, 1989; Innis et al,
1985), nalguns casos tem-se observado uma hiperglicosilagdo que pode originar
Problemas (Schultz et al, 1987).
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¢ Enrolamento e transporte

Tal como a glicosilagao, o enrolamento proteico € uma modificacdo pos-
traduccional que ocorre no reticulo endoplasmatico. Podem aparecer problemas
neste processo de se acumularem no reticulo endoplasmatico proteinas
incorrectamente enroladas ou saturacéao de outras proteinas “acessorias”
(Freedman, 1989; Fukui ef al., 1987) que contribuiram para o processo. O correcto
enrolamento proteico &€ um factor mais importante se as proteinas sdo multiméricas
Horwitz et al.,, 1988). Por outro lado, a presenca de parede celular complica o
processo de secregao nas levedura, a permeabilidade € um factor limitante, sendo
mais facilmente secretadas as proteinas mais pequenas. Além do tamanho,
propriedades como o grau de glicosilagao ou a carga da proteina s&o as
caracteristicas que mais influenciam a passagem atraves da parede celular.

e Processamento proteolitico

Por vezes podem aparecer processamentos aberrantes, consequéncia da
acgéo de proteases distintas da peptidase sinal. Nas leveduras, a peptidase sinal &
um polipéptido formado pelo produto do gene SECT7 e uma glicoproteina (YaDeau
et al., 1991). Este primeiro processamento proteolitico pode estar saturado dando
origem a acumulagoes das formas percursoras das proteinas (Haguenauer-Tsapis et
al.,, 1982). A presenca de outras proteases inespecificas diminui os niveis da
proteina secretada.

Nas Tabelas 1.12 e 1.13, representam-se exemplos de producéao de proteinas
heterologas em que se utilizam distintos promotores para induzir a sua sintese com
diferentes sequéncias sinal para favorecer a secrecdo da proteina, em
Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis respectivamente.

Tabela 1.12 - Producéo de proteinas heterdlogas em S.cerevisiae (Fleer, 1992).

Proteina Vector Promotor Sequéncia mg/L mg/L
de sinal (matraz) (Fermentador)

GRF humano 21 MFa MFa 30 mg
apoE humano 2u PHOS MPFa 40 mg
IL-6 humana 2u GALI MFa. 30 mg
IL-1 humana 2u GPD Amilasa 20 mg
_ PTH humana 24 MFo MFa 100 mg

Seroalbimina humana 21 Diversos Diversos : 40-150 mg
Amilase murina 2u GAL7 = 60 mg* 370 mg*

Anticoagulante 2u GALIL0 MPFo 250 mg

Toxina C tétanos 2u GAL/ADH - 90 mg* o ] g

*Quantidade de produto acumulada no interior da célula.
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Tabela 1.13 - Producéo de proteinas heterdlogas em K./actis.

Proteina

Vector

. Promotor .

Sequéncia

de sinal (matraz)

mg/L

mg/L

'l

Referéncia

 PHOS/PG |

IL-1 humana pKDI1 Killer 80
K
Seroalbimina pKDI1 LAC4/PGK Nativo 400 3000 (Fleer, 1991)
humana
HBsAg Integrativo LAC4 - 12%
Proquimiosina : Integrativo LACS MFo. grama (van den Berg
bovina et al., 1990)
B-galactosidase KEp6 KIPHOS KIPHOS 100 (Fermifidn,
(U/mg 1996)
cél)
Hormona tGH- Kep6 KIPHOS KIPHOS5 (Fermindn.
I 1996)
c-amilase pKARS o-amilase o-amilase 30 (UML) (Strasser et
al., 1989)
Renina de Integrativo LAC4 Factor o de 20 (Ferbeyre et
Mucor pusillus 3. & al, 1991)
Lisozima Integrativo | GAL7 de | Toxina killer 245 (Rossolint et
humana K.l K. L al.,1992)

“Quantidade de produto acumulada no interior da celula.

1.2.2 — Fisiologia da expressao intracelular
O metabolismo celular & afectado pelo alto nivel de expressao de um gene

heterélogo, reduzindo a capacidade de crescimento. Alguns genes apresentam uma
toxicidade directa. Nos sistemas de expressao constitutiva onde o crescimento € a
expressao estdo unidos produz-se uma forte seleccdo a favor das células com uma
expressao genética reduzida. Por isso & preferivel utilizar promotores regulados,
porque se podem separar as fases de crescimento e expressdo genica (Henkin,
1996). A toxicidade evidencia-se na dificuldade de obter transformantes, quando se
utilizam vectores de expressao constitutivos ou pela diminuigdo da velocidade de
crescimento. A simples existéncia de plasmideos com alto nimero de copias, ja é
suficiente para a diminuicdo do crescimento.

Dos factores que afectam a expressédo intracelular de genes heterélogos
destacamos:
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e A nivel transcripcional

Em Saccharomyce cerevisiae, a expressao genética esta regulada por uma
série de sequéncias de activacdo nas regides promotoras dos genes. A sua
auséncia faz com que o nivel de expressao de proteinas heterdlogas nao seja
maxima (Zaman ef al., 1992). Estas sequéncias ndo sao requeridas em leveduras
“ndo convencionais” .

Tabelal.14 -Promotores utilizados em S.cerevisiae para a expressao de genes heterdlogos.

Promotor Genotipo Regulacao? Referéncia
hospedeiro
WM PGK? GAP,TPI wt - x 20 ( glucose) [Rosenberg er al., 1990]
: , [Tuite et al., 1982]
A‘ GALI wi 4L x 1000 (galactose} [Johnston, 1987]
T ADH?2 wt i 1/100 (glucose) [Price er al., 1990]
I PHOS wit +H++ 17200 (fosfato) [Hinnen et al., 1989
\% PHOS pho4tS pho80 + x50(37224°0) [Kramer er al., 1984]
(0) CcuPI wit + x 20 (Cu™) [Etcheverry, 1990]
S MFal wit + Constitutivo (células o) | [Brake et al., 1984]
MFal sirats e x 103 (37 4 24°C) [Brake et al., 1984]
F PGK/c2 sir3ts . [ x100(37a24°0) [Walton et al., 1989]
() TPl/o2 sir3's 47 - >x50(37a24°C) | [Sledziewski. 1988]
R GAP/GAL wi o] x 150-200 (galactose) | [Bitter ef al., 1988]
NN PGK/GAL wl s (zalactose) [Cousens et al.. 1990]
N AP/ADHZ wt 4470 (glucose) [Cousens et al., 1987]
E GAP/PHOS wi ++++7 x 2-5 (fosfato) [Hinnen et al.. 1989]
(08 CYCI/GRE® Expressa receptor +++7 x 50-100 [Schena et al., 1991]
glucocorticoides (deoxicorticosterona)
S PGK/ARES Expressa receptor bt >x 300 [Purvis et al., 1991]
androgenos (deoxicorticosterona)

? A proporgao de indugé@o depende do “chivato” utilizado, 5% de "ARNm em copia dnica. © 1% de
ARNm em cépia Unica, mas muite limitado em multicdpia. Incrementa-se pela sub-expresséo de
GAL4. “ Incrementa-se pela sub-expressdo de ADR1-°Elemento de resposta a glucocorticoides. '
Elemento de resposta a andrégenos.

A estabilidade ou vida média dos ARN mensageiros (Brown, 1989) depende
da presenca ou ndo de elementos desestabilizantes (Brown et al., 1988). Quando se
prevé certa instabilidade no ARN, devem utilizar-se promotores mais fortes, ou com
uma cinética de inducgcdo mais rapida. Tambem se pode corrigir sintetizando
algumas regides do gene em que se substitui a utilizagdo de codbes ou eliminando
alguns elementos nZo codificantes da regiao 3’ do gene (Demolder et al., 1992).

e A nivel traduccional

A informacgao para o correcto enrolamentio das proteinas, e portanto, para o
esbelecimento da sua conformagéo funcional activa encontra-se na estrutura
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primaria do polipéptido (Gething et al., 1992). E possivel que velocidades de sintese
elevadas ou temperaturas inusuais ao enrolamento sejam factores limitantes na
expressao heterdloga (Kiefhaber et al., 1991; Schein et al., 1988).

e Qutros factores

A via de secrecao das proteinas em cada organismo pode ser um factor
limitante na expressédo heterdloga de certas proteinas. Tém-se desenvolvido
diversas estratégias para a obtencao de estirpes mutantes hipersecretoras (Cha et
al., 1996; Jacobs et al.,, 1995), que tenham desregulada a maquinaria celular de
secrecao.

1.3- A LEVEDURA Yarrowia lipolytica

1.3.1 — Caracteristicas bioldgicas

Yarrowia lipolytica € uma levedura dimérfica, 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 esporulacao foram incluidas no género
Endomycopsis (Wickerham et al., 1970). Em 1972 classificou-se por motivos
morfolégicos como Saccharomycopsis lipolytica. Finalmente em 1980, Van der Walt
e Von Arx reclassificaram-na pelas suas caracteristias, no novo género Yarrowia,
definindo Y. lipolytica como a espécie tipo deste género. A sua denominacéo faz
referéncia a sua preferéncia para crescer em substratos ricos em lipidos.

O crecimento dimérfico aliado ao facto de ndo ser um organismo patogenico
fazem com que esta levedura seja muito adequada para o estudo do dimorfismo, um
processo basico da diferenciacao celular (Van der Walt e Von Arx, 1980; Barnett et
al., 1990; Torres Guzman et al., 1994).

Forma, em meio sélido, colénias brancas ou de cor creme, de aspecio 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 6ptica obtida em laboratério.
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Figura 1.11 - Fotografia de microscopia optica mostrando células e micélio de Yarrowia
lipolytica

Yarrowia lipolytica apresenta fases haploide e dipldide estaveis, que alternam
por processos de conjugagéo ou de meiose. A conjugagao e heterotalica e tem lugar
pela unido de dois tipos sexuais diferentes determinados pelos alelos MATA e MATB
(Wickerham et al., 1970).

1.3.2 — Manipulacao genética

e Métodos classicos

Os estudos de genética classica sao dificeis com a maioria das estirpes
devido a baixa frequéncia de esporulacéo e de viabilidade dos esporos. Apesar
disso, mediante varios programas de melhoria genética tem-se seleccionado
algumas estirpes com maior produgdo de ascas com quatro esporos viaveis,
(Ogrydziak et al., 1978), tendo-se desenvolvido também condigbes optimas de
conjugacéo e esporulacao. A selecgdo dos diploides realiza-se por complementacao
de auxotrofias e a dissecéo das ascas é laboriosa devido a forma e ao pequeno
tamanho dos esporos (Ogrydziak et al., 1978).

e Marcadores

Os marcadores genéticos mais utilizados na manipulacdo deste organismo
s@o os genes LEU2 e URAS. Este ultimo, permite, tambem a selecgdo negativa com
S-fluororético, apesar de ocasionalmente se utilizarem LYS5, LYS1, HIST e ADET.
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Existem também estirpes mutadas com auxotrofias para triptofano e metionina, entre
outros.

e Sistemas de transformacio

Os sistemas de transformagéo mais eficientes nesta levedura baseiam-se na
incubacao com acetato de litio e em técnicas de electroporagdo. A transformacao
chega a ser bastante eficiente nalgumas estirpes (10" transformantes/ug ADN),
apesar de noutras resultar mais dificil a transformacao.

e Vectores integrativos e autonomos

A integragcdo nesta levedura ocorre maioritariamente por recombinacao
homologa, o que permite a interrupcao dirigida de genes mediante “cassetes”
contendo as sequéncias flanqueantes do gene diana, por duplo sobrecruzamento,
ou mediante técnicas de “pop out” (Boeke, 1987) por sobrecruzamento simples.

Tém-se desenvolvido vectores de expressdo tanto integrativos com
replicativos para esta espécie. Os vectores integrativos mais utilizados séo
baseados no plasmideo pINA 62, que possui o marcador LEUZ2 de Y. lipolytica e
sequéncias derivadas do plasmideo pBR322 e um sitio Not | Unico para a
integragdo no genoma.

Os vectores replicativos, como pINA240 e pINA 444, possuem além disso
sequéncias de replicacdo auténomas da propria Y. lipolytica: ARS18 e ARS68
(Fournier et al., 1991). Existem genotecas de ambos os tipos com estes plasmideos.
Os vectores auténomos mencionados mantém-se nas células em baixo niimero de
copias (1-3) e sao muito estaveis (perdem-se com uma percentagem de 0.5-5% em
cada geracdo como maximo).

1.3.3 - Expressao de proteinas heterdlogas em Y.lipolytica

A levedura que tradicionalmente se tem utilizado a nivel industrial para
produzir proteinas heterdélogas, pelo grande conhecimento genético que se tem, tem
sido a S.cerevisiae. No entanto, a produgdo com este hospedeiro esta muito
restringida, por diversos motivos, como por exemplo a secregcéo e produtividades
ineficientes e a hiperglicosilagéo.

Para se poderem desenvolver modelos alternativos torna-se necessario
definir sistemas de transformacéo e métodos de selecgdo de transformantes
noutras leveduras. De todas as que tem sido investigadas as que sdo mais
eficientes a nivel industrial descrevem-se de forma comparativa com S.cerevisiae na
Tabela 1.15, apresentando-se na Tabela 1.16 os promotores para a expressao
heterologa dessas leveduras.
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Tabela 1.15 - Leveduras utilizadas na expressio de genes heterdlogos.

S. cerevisiae K. lactis Y.lipolytica P. pastoris H. polymorpha
Producdo de enzimas i £ = - -
industriais
Status GRAS £ + - - _
Fermentacdo a alta L 4 + & 4
densidade celular
Controlo de explosido do - " - e +
fermentador
Nivel de secrecao " + + + i,
Hiperglicosilacdo s Afe il = -
Facil manipulacdo + b + 5 .
genética
Vectores estaveis + 4 4= - _

Tabela 1.16 - Promotores para aexpressdo heterdloga de leveduras.

LEVADURA PROMOTOR REFERENCIA
ADH?2 Romanos et al.,1992
CUPI Romanos et al.,1992
GALI Romanos et al.,1992
GALIO Wesolowski-Louvel ef al ,1996
Saccharomyces GAP Romanos ef al .1992
cerevisiae PGK Romanos er al.,1992
PHOS Romanos et al.,1992
Mfo Wesolowski-Louvel et al., 1996
LACY Wesolowski-Louvel er al.,1996
Kluyveromyces PHOS Fermifidn e Dominguez., 1998
lactis PHO3 Dominguez et al., (em elaboraciio)
MALZ22 Dominguez et al., (em elaboragiio)
XPR2 Barth e Gaillardin, 1996
Yarrowia MTPIIT Dominguez et al., (em elaboragio)
lipolytica TEF Muller et al.,1998
RPS7 Muller er al.,1998
Pichia pastoris AOXI Sreekrishna et al., 1997
GAP Waterthan er al., 1997
Hansenula MOX Gellisen e Hollemberg, 1997
polymorpha FMD Gellisen et al., 1991
N
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Fizeram-se varios estudos comparativos analizando a capacidade destas

‘ leveduras como hospedeiros para preferénciar a produgéo de proteinas heterdlogas,

‘ utilizando como indicadores mais significativos: a frequéncia de transformacao,
possiveis problemas de glicosilag&o, estabilidade dos plasmideos e crescimento.

|2
e
s

il =

Actividade !/ volume

205

I LIF 1

- S. cerevisias

I‘:__] K. faciis

Actividade/ DO ggonm

B /1. polymorpra

[ ¥ iivoiytica

CEL1 CELN GALI XL PG LIP |

Figura 1.12 - Andlise comparativa da capacidade de cinco leveduras para serem
utilizadas na expresséo de proteinas heterélogas. Como proteinas indicadoras utilizaram-
se: CEL1=celulase | de A. aculeatus, Cel ll=celulase 1l de H. insclens, GAL |=galacturonase
de A. aculeatus, XIL |= silanase | de H. insolens, PG |=poligalacturonase | de A. aculeatus y
LIP I=lipase | de T. fanuginosus. Actividades relativas a volume (gréfico superior) ou a
densidade Optica (gréafico inferior) ( Muller et al.,1998).
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Para a realizagao destes estudos comparativos utilizaram-se diversos genes
indicadores. Assim, por exemplo, Muller et al. (1998) utilizaram como proteinas
indicadoras: a celulase | de Aspergillus aculeatus, a celulase |l de Humicola
insolens, a galacturonase de A.aculeatus, a silanase | de H.insolens, a
poligalacturonase | de A. aculeatus e a lipase | de Thermomyces lanuginosus. todas
as construcdes genéticas foram realizadas com plasmideos replicativos colocando
0s genes com 0s seguintes promotores: para S. cerevisiae o promotor GAL1, 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 0s casos que os valores
de produgao obtidos com Y. lipolyfica sao em todos os casos superiores aos de S,
cerevisiae, no caso da galacturonase os valores mais altos das 5 leveduras
analizadas e nas restantes proteinas indicadoras os valores sdo razoavelmente
elevados.

Em comparagao com S.cerevisiae a disponibilidade de promotores em Y.
lipolytica é escassa. Este € um problema das leveduras “ndo convencionais” que
limita a sua utilizacdo. Na Tabela 1.17 resumem-se os promotores mais utilizados
em Y. lipolytica.

Tabela 1.17 - Exemplos de proteinas heterclogas expressadas em Y. lipolytica.

PRODUTO PROMOTOR LOCALIZACAO REFERENCIA
S.cerevisiae XPR2 Secretada Nicaud et al.,, 1989
invertase
IFN porcina XPR2 Secretada Heslot et al., 1990
Proquimosina
bovina XPRZ2 Secretada Franke et al.,, 1988
Factor humano
de coagulacao XPR2 Secretada Tharaud et al., 1992

| Xllla
Anafilotoxina
humana cb5a XPR2 Secretada Davidow et al., 1987

Os promotor mais utilizado até ao momento em Y. lipolytica tem sido o de
XPR2, o gene que codifica para a protease celular alcalina AEP. Esta promotor &
fortemente regulado pelo pH e pelas fontes de carbono e nitrogénio e tem-se
utilizado para expressar e secretar anafilotoxina C5c humana e pro-quimosina
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bovina, dois produtos de interesse biofarmacéutico (Franke et al.,, 1988). O gene
codifica para uma pro-enzima; a protease madura produz-se depois de eliminar as
sequéncias pre durante a transcricdo, para o reticulo endoplasmatico, pela acgéo de
Xprép, uma proteina semelhante a Kex2p. O uso combinado do promotor e da
regiao pre permite dirigir uma proteina heterdloga atraves de toda a via de secrecéo
até ao exterior da célula, enquanto que as regiées pro por si s6 ndc séo capaz de o
fazer. O rendimento incrementa-se ao empregar um vector autdnomo em vez de um
replicativo no entanto isto prejudica a regulagdo do promotor, porque ao nivel da
expressao basal incrementa-se umas 50 vezes mais que o normal em condigcées
repressoras. Xpr2 promove assim um nivel de expresséo basal alto e possui uma
capacidade de indugéo baixa.

Promotores em estudo, nesta levedura, sdo os promotores das
metalotioneinas | e |l, s&o promotores muito fortes e induziveis por cobre, possuem
um nivel basal muito reduzido, o que os torna excelentes candidatos para a
expressao de proteinas heterdlogas. O seu maior problema prende-se com a
toxicidade do cobre (Garcia, 1999).

Os outros dois promotores em estudo s&o o promotor do gene TEF, que
codifica para o factor de alongacédo 1 a e o promotor do gene RPS 7 que codifica
para a proteina ribossomal S7 (Muller et al., 1998).

Com o exposto pode-se concluir que Y. lipolytica possui boas caracteristicas
para ser utilizada na expressao heterdloga de proteinas de uso humano.

1.3.4 — Metabolismo e aplicacoes biotecnoldgicas

A partir de 1960, as investigacdes sobre Y. /ipolytica adquiriram dimens&o
industrial devido a sua capacidade para crescer em substratos econémicos, como
lipidos e alcanos, como fonte de carbono (Malek ef al., 1968).

Tem-se utilizado na producéo de proteinas com interesse na alimentagao
animal e emprega-se na industria para a producao de acido citrico a partir de uma
gama de substratos muito ampla como parafinas, hexadecanos e acidos gordos e
com uma produgéo vinte vezes superior a do fungo Aspergillus niger. Aléem disso
existem varias patentes para a producao de manitol, eritrol (De Zeeuw et al., 1973) e
isopropilmalato (De Zeeuw et al., 1983) entre outras.

O crescimento sobre acidos oleico conduz a proliferagdo de peroxissomas,
actualmente estudada pelo grupo de Rachubinsky, que utilizam este organismo
como sistema modelo para investigagSes 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 vérios sistemas muito especificos para
a assimilagdo de alcanos, assim como mono-oxigenases do citocromo P-450
especificas (Mauersberger, 1991).
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Esta levedura ndo produz etanol, mas & capaz de utiliza-lo como fonte de

carbono até concentragées de 3%. Enzimas como a 4 alcool-desidrogenase NAD"
dependente relacionam-se com o processo e tem sido estudadas neste organismo
(Arth e Kunkel, 1979). Pode crescer em acetato como Unica fonte de carbono; a via
do glioxilato & necessaria para a utilizagdo de alcanos, acidos gordos, alcoois 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 LIS7,
que codifica para a primeira enzima reguladora desta rota, a hemocitrato sintetase,
foi clonado por Perez Campo et al. (1996).

Tem sido utilizada como modelo para o estudo da secressao de proteinas de
eucariotas. Y. lipolytica secreta altos niveis de uma protease extracelular alcalina
(Ogrydziak et al, 1982), proteases acidas, RNAses (Cheng et al., 1987), lipases e
uma fosfatase que permanecem associadas a parede celular (Gonzalez, 1997;
Lopéz et al., 1988).

Encontra-se entre as leveduras com alta capacidade de biossintese de
vitameros da biotina (Pearson et al.,1986; Pearson et al,, 1990). Recentemente
esta-se a tentar conseguir hibridos intergenéeticos desta com outras leveduras, com o
fim de conseguir outro microrganismo mais eficaz para a industria, que conserve
caracteristicas interessantes de Y. lipolytica como a capacidade de crescer em
substratos econdmicos e a facil secrecao de proteinas (Nga et al., 1992).

1.3.5 - Lipases de Y.lipolytica

As estirpes de Y.lipolytica exibem uma actividade lipdasica que actua
preferencialmente sobre residuos oleosos nas posigdes 1 e 3 do glicérido. Diversos
investigadores examinaram a actividade das lipases em diferentes estirpes, nao
sendo claro se as discrepancias registadas reflectem diferengas nas metodologias
utilizadas ou na utilizacdo de diferentes estirpes. Peters e Nelson (1948)
descreveram a existéncia de uma actividade lipasica reprimida por glucose a um pH
optimo a volta de 6.2-6.5 eles também fizeram registo de uma lipase ligada a parede
celular, por seu lado Kalle et al. (1972) e Zvyagintseva et al. (1980) descreveram
dois tipos de actividade lipasica ligadas a parede celular: uma constitutiva, lipase
independente do teor de glucose, e uma segunda actividade induzida pelo
monooleato de sorbitano. Ota et al. (1978) descreveram quer a existéncia de uma
actividade lipasica extracelular em culturas suplementadas com uma fracgao do tipo
proteico derivada da soja, quer lipases ligadas a parede celular a lipase extracelular
requer acido oleico como um estabilizador/activador, enquanto que as lipases
ligadas & parede celular nao, diferindo também por diversas propriedades da enzima
extracelular. Ota et al., (1982) purificaram dois tipos de lipases ligadas a parede
celular de Saccharomycopsis lipolytica (actualmente Yarrowia lipolytica): lipase | com
uma recuperacgao de 3.7% e com uma razao de purificagao de 69x e a Lipase || com
uma recuperacao de 4.6% e uma razéo de purificagdo de 58x. A lipase | foi obtida
em CM-Sepharose CL-6B a pH5.0. O método de purificagéo envolveu cromatografia
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em coluna CM- Sepharose CL-6B e coluna Sephadex G-100. SDS-PAGE das
lipases purificadas deram uma Unica banda. A massa molecular das lipases | e |l
foram estimadas em 39 e 44 kDa respectivamente, e ambas as lipases eram
enzimas monomericas. Gomi et al, (1986) mostraram que a(s) lipase(s) existe(m) na
parede celular como um complexo activado o qual & rapidamente dissociado apos a
purificacdo da enzima. A actividade extracelular dependente do activador pode entéo
refletir a libertacdo de (superior a 50%) da actividade ligada a parede celular, talvez
sob condicdes conducentes a indugéo de protease(s) extracelular(es).

Foram tambeém isolados mutantes incapazes de utilizar a tributirina como
fonte de carbono apdés um enriquecimento com nystatin (Nga et al., 1988), e
mostraram definir trés grupos complementares.

Algumas lipases de Yarrowia lipolytica podem ter interesse na sintese de
mono-ésteres de acido 2,4-dimetilglutarico (Ozegowski ef al., 1993), na
transesterificacdo de mesociclopentanodiois (Theil et al., 1991), ou ainda na
industria de curtumes ou no fabrico de queijo (Patente alema DD-272867). Ja Mattey
e Adoga (1991) descreveram uma esterase extracelular termo-estavel de baixa
massa molecular (10000 Da), especifica para a posigao 1 dos triglicéridos.

Gonzalez e Dominguez, (1997) clonaram o primeiro gene que se expressa
para uma proteina com actividade lipasica (YIL/PT) localizado no cromossoma IV
desta levedura. Este gene apresenta uma ORF de 1458 pares de bases com
informacdo para codificar uma proteina de 486 aminoacidos, com uma massa
molécular calculada de 55.4 kDa, apresentando homologia com lipases de outras
leveduras.

Pignéde et al. (2000) isolaram outro gene (Y/LIP2), numa estirpe desta
levedura, que se expressa para uma lipase com caracteristicas diferentes da anterior
quer quanto & homologia (apresenta homologia com fungos do genero Rhizomucor)
quer quanto ao tamanho 334 aminoacidos. Além disso estas duas lipases nao
apresentam homologia consideravel entre si o que nos leva a supor existirem em Y.
lipolytica diferentes tipos de lipases.

Também muito recentemente, Destain ef al. (1999) purificaram uma lipase
extracelular em estirpes mutantes de Y .lipolytica, por cromatografia com Phenyl
Sepharose CL6B e Sephadex G75, com uma massa molecular de 37664 daltons,
activa a pH éacido e neutro, capaz de hidrolizar triglicéridos com acidos gordos de
peguena e grande cadeia e com especificidade para o acido oleico.

A Y. lipolytica possui, assim potencialidades significativas, para poder ser
utilizada como uma fonte para a obtencgéo de lipases de utilizagao industrial.
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1.4 - OBJECTIVOS DO PRESENTE TRABALHO

O conhecimento da elevada capacidade secretora da levedura Yarrowia
lipolytica bem como as suas caracteristicas de manipulagao genética, aliadas a
importancia que o estudo de lipases e dos genes que as codificam estdo adquirindo,
confirmado por importantes programas de apoio a projectos de investigacdo em
toda a Unido Europeia, constituiram a motivacao para o objectivo geral que se
pretende alcangar, contribuir para o estudo do sistema destas enzimas na levedura
Yarrowia lipolytica e que com base nos conhecimentos anteriormente expostos,
sistematizamos nos seguintes objectivos especificos:

= Optimizacao de condigdes de crescimento celular e actividade lipasica da
levedura Yarrowia lipolytica.

= Caracterizacéo fenotipica do gene YILIP1 de Yarrowia lipolytica.

= lIsolamento e caracterizagdo de novos genes que se expressam para
actividade lipasica nesta levedura.

= Analise da expressao destes genes.

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

Para alcancar estes objectivos teve-se a possibilidade de poder trabalhar com
pessoas com grande experiéncia em técnicas geneticas desta levedura e com
investigadores com grandes conhecimentos no campo da enzimologia, e em particular,
sobre as caracteristicas das enzimas que se pretendiam estudar.
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2- MATERIAIS E METODOS

2.1-MICRORGANISMOS UTILIZADOS

2.1.1- LEVEDURAS
e Yarrowia lipolytica

Esta levedura dimorfica (Van der Walt, 1980) foi o organismo que serviu
de modelo de estudo para este trabalho. Na Tabela 2.1 descrevem-se a procedéncia
e o genotipo das diferentes estirpes utilizadas, bem como as estirpes que se
obtiveram como resultado da nossa investigacao.

Tabela 2.1 - Caracteristicas das estirpes de Y. lipolytica utilizadas durante este trabalho.

ﬁ Estirpe Genotipo Procedéncia

| W29 Mat A C. Gaillardin®

|

| POla Mat A, Tew 2-270, ura 3-302 C. Gaillardin®
INAG 135668 |Mat B, leu 2-270, ura 3-302, his I, xpr2-322 C. Gaillardin®
INAG 135667 |Mat A, len 2-270, ura 3-302, lys 11-2 3, xpr 2-322 C. Gaillardin®
FIGI Mat B, leuw 2-270, ura 3-302, his 1, =xpr 2-322,|F. Gonzilez"

Alipl::LEU2

ABCI Mat A, len 2-270, ura 3-302, lys 11-23, xpr 2-322, Alip3 | Este trabalho

ABC2 Mat B, leu 2-270, wra 3-302, his I, xpr 2-|Este trabalho
322, Alipl ::LEU2Z, Alip3

* Institute Nationale de la Recherche Agronomique, Franca
® Universidade de Salamanca, Espanha.

e Kluyveromyces lactis

Utilizou-se uma estirpe de Kluyveromyce lactis em estudos de
Caracterizagao de actividade lipasica em meio sélido, representando uma referéncia
como controle negativo. Algumas das caracteristicas desta estirpe representam-se
na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 - Estirpe da levedura Kluyveromyce lactis, utilizada durante a realizacao deste
trabalho.

Estirpe Genotipe Procedéncia

Mat a, ura A, lys A, arg A, k10, k29, rag2, pKDI+ H.Fukuhara *

A Instituto Curie, Orsay, Franga.

° Saccharomyces cerevisiae

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

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

| Genatipo Procedéncia
‘ CG25 Mat a, ura 3-32, shr 3-102 G. R. Fink*
' CGR5 Mat alc, wra 3-32/ura 3-32, shr 3-102/shr 3-102 G. R. Fink?

*Whitehead Institute for Biomedical Research and Department of Biology. Massachussetts Institute of
Technology, Massachusetts, USA.

2.1.2 - BACTERIAS
o Escherichia coli

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

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

Estirpe
HB101 FhsdS20,recAl3,aral4,proA2,
lacY],galK2 xpsLB20(Sm”).xvi5, mill, sup44, A".
DH5¢. supF44, AlacU169, (f80 laczAM15), hsdR17 recA, endA, | [Hanahan,198]
gyrA96, thi-1, relAl.
MV1190 | (F':1raD36,proAB,lacld,laczAMI5), Biorad
A(lac-proAB),thi,supE,A(srl-recA), 306::Tnl0(tet) .

~_ Marcadores genéticos
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2.2 - MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura prepararam-se com agua ultrafilirada (Milli@) e
bidestilada, referindo-se todas as percentagens numa relagédo peso/volume.

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

Para a seleccéo de clones por resisténcia a antibidticos, os meios foram
suplementados com ampicilina (50 pg/mL), tetraciclina (15 pg/mL) ou kanamicina
(50-100 pg/mL). Quando foi necessario juntaram-se varios antibioticos
simultaneamente, sempre momentos antes de verter os meios nas placas.

Nos meios liquidos cuja composicao continha azeite, este adicionava-se
depois de se esterilizar de forma independente. Em meio sdlido, o azeite juntava-se
guando a temperatura do meio recém-autoclavado descia a 55°C e homogeneizava-
se em recipientes hermeéticos de vidro de 250 mL de capacidade, mediante forte
agitacdo manual até que o meio adquiria um aspecto leitoso e opaco.

Quando n&o se menciona a qualidade e a procedéncia 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 preparacdo dos meios habituais de crescimento de leveduras fez-se
através das seguintes férmulas:

e YED

Extracto de levedura a 1%
D-glucose a 1%

e YEPD
YED suplementado com 2% de peptona

e YNB

Base nitrogenada sem aminoacidos 0.7% (Difco)
D-glucose a 1%

Os meios foram suplementados com uma mistura de aminoacidos
proteinogénicos e uracilo (com uma concentracao final de 90 yg/mL cada um) e
adenina (25 pg/mL).

Cada meio especifico utilizado em analises de auxotrofias foi preparado
suprimindo a substancia correspondente a auxotrofia a analizar.
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2.2.2- Meios para o crescimento de Escherichia coli

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

LB

Extracto de levedura a 0.5%
Bactotriptona a 1%
NaCl a 1%

e 2xYT

Extracto de leveduraa 1%
Bactotriptona a 1.6%
NaCla 1%
Ajustadoa pH 7.2 -7.4 com NaOH

2.2.3- Meios para analise da actividade lipasica

Dependendo do estudo a realizar, requeria uma alta sensibilidade, ou se
| pelo contrario, a sensibilidade era menos importante que a obtencéo de resultados
precisos de diferenciacéo de actividade, utilizaram-se meios solidos 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
°C, adicionava-se a tributirina e homogeneizava-se mediante forte agitagdo manual,
durante 5 minutos, até que tomava um aspecto leitoso e opaco.

° Glucose-Agar-Tributirina

Extracto de levedura a 1%
w D-Glucose a 1%

Agara 2%

Tris-HCI pH 7.5 200mM

Tributirinaa 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 induccao com azeite

A induccao da actividade lipasica em Y. lipolytica realizou-se utilizando
meios liguidos com proporgdes variaveis de azeite e glucose. Estes meios foram
designados por meios minimos (MM):

e MM-Azeite

YNB 0.7%

D-glucose 0.3%
Tris-HCl pH 7.5 200mM
Azeite 0.7%

e MM- Glucose

YNB 0.7%
D-glucose 1%
Tris-HCI pH 7.5 200mM

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

2.3- Condicoes de cultura e conservacao dos
microrganismos

O crescimento dos microrganismos realizou-se em meio sélido (sobre
placas de Petri) ou em meio liquido (em matrazes Erlenmeyer ou em tubos de
ensaio). As culturas em meio liquido efectuavam-se com uma agitagao a 250 rpm,
procurando que o volume do meio de cultura nao ultrapassasse um tergo do volume
do recepiente.

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

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

Os microrganismos conservaram-se atraves de culturas periédicas (de 30
a 60 dias) em meio solido e posterior conservacéo a —4 °C. Adicionalmente, para
manter as estirpes viaveis durante longos periodos de tempo, os microrganismos
guardavam-se em glicerol a 30% e a temperatura de -70 °C.

A concentragdo celular das suspensdes determinou-se mediante contagem
das células numa camara de Thoma. As relacbes absorvancia a 600 nm

41

_



| ' Materiais e Métodos

concentracao celular de algumas das leveduras utilizadas sao apresentadas na
Tabela 2.5. Os cultivos foram realizados em meio YNB suplementado com os
aminoacidos requeridos por cada uma das estirpes.

Tabela 2.5 — Relacdo entre a densidade celular e a absorvéncia a 600 nm dos principais
microrganismos utilizados neste trabalho.

Microrganismo (células/mL):A o) o

Y. lipolytica (108células/mL) =7.61-Agp g - 11.3 0,92
K. lactis (106células/mL) =52.6-A, 0 4 - 0.02 0.98
S. cerevisiae (106células/mL) =10.1-A g o + 8.33 0.89

Estas relactes lineares sdo validas para valores de Agg nm inferiores a 0.7.

. 2.4-ANALISE DE PROTEINAS

| 2.4.1 - Obtencao de extractos celulares de leveduras

Para a obtencdo de extractos celulares de leveduras seguiram-se os
seguintes passos:

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

2.- Lavaram-se e ressuspenderam-se as células em tampéao citrato de sddio 50 miM
pH 4.3.

\
| 3.- Posteriormente adicionaram-se esferas de de vidro "Ballotini" (de 0.45-0.50 u de
|

didmetro). Juntaram-se por grama de peso humido de células 1.5 mL de tampéo 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 refrigeracao por neve carbonica.
Os tratamentos foram de 5 ou 6 periodos de 1 minuto separados por intervalos de

30 segundos para conseguir uma ruptura total das células (observacao posterior ao
, microscopio de contraste de fases).

Para pequenos volumes de amostras, a ruptura mecanica das células fez-
se submetendo as referidas amostras a vibragdes num agitador tipo "vortex" durante

5 ou 6 periodos de 2 minutos separados por intervalos de 30 segundos. O processo
realizava-se numa camara refrigeradaa 5-10 °C.
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Para aquelas experiéncias em que o numero de amostras de pequeno
volume era elevado, utilizou-se um homogeneizador automatico, modelo FastPrep™
FP120 de SAVANT Instruments Inc. (Flamingdale, N. Y.). Neste ultimo método
seguiu-se o seguinte protocolo:

1.-Recolheram-se de 3-10° a 10° células de cultivo mediante centrifugacao a 4500 g.
2.- Lavaram-se as células suspensas uma vez num tampao adequado, recolhendo-
se de novo em tubos de polietileno de 1500 pL e retirando todo o sobrenadante.

3.- Juntaram-se 750 mg de esferas de vidro “Ballotini”.

4.-Os tubos com as amostras introduziam-se no respectivo suporte do
homogeneizador, mantendo as seguintes condigoes:

Temperatura =4 °C
Velocidade de agitagdo = 5.5a 6 m/s
Tempo de ruptura=15s

Uma vez rebentadas as células, as pérolas de vidro separaram-se, no
primeiro caso por decantacdo; no segundo e terceiro casos, mediante centrifugacao.
Por ultimo, as pérolas de vidro lavavam-se com tampao para evitar perdas de
material.

2.4.2 — Quantificacao de proteinas

O teor em proteinas de cada amostra foi determinado mediante a técnica
colorimétrica descrita por Peterson em (1977) e que € uma modificagdo do método
de Lowry. Diluiam-se as amostras em diferentes volumes de agua e juntavam-se
150 uL de NaOH 1 M e 1250 pL de um reagente preparado com 1 mL de uma
solucdo Na>CO3 a 2% em NaOH e 50 mL de uma outra solucéo com 1 % de CuSO4
5H,0 e 2% de tartatato duplo de sodio e potassio. Apds 10 minutos a temperatura
ambiente juntavam-se 250 mL de “Foling reagent” (Merck). As amostras agitavam-se
e incubavam-se durante 30 minutos a 37 °C, ap6s os quais se lia a absorvancia a
um comprimento de onda de 600 nm.

Na maioria dos casos eram preparadas 7 repeticées por amostra. Para obter
a recta-padrao absorvancia/jlg de proteina, utilizaram-se diferentes diluicées de
albumina de soro bovino.

2.4.3 - Separacédo de proteinas em geis de poliacrilamida

As amostras para electroférese em geis de poliacrilamida prepararam-se
misturando extratos de proteinas com tampao de carga 4X (SDS 8%, DTT 40 mM,
glicerol 40%, Tris/HCI 1.5 M pH 6.8 e azul de bromofenol em quantidades
vestigiais), diluindo convenientemente em agua até se obier uma concentracéo final
do tampé&o de 1X. Apos esse procedimento, as amostras eram fervidas durante 5

| minutos e depositadas nos orificios do gel.
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A separacao das proteinas realizou-se mediante electroférese em geis de
poliacrilamida (12% acrilamida : bis acrilamida 29:1) com 1 % de SDS segundo um
protocolo descrito por Leammli (1970).

Utilizaram-se dispositivos de electroférese do tipo “ Mini Protean Il * da
BIORAD seguindo as recomendacdes do fabricante. O tampao utilizado continha
0.25 % de Tris 0.1 M, 14 % de glicina e 0.1% de SDS. Utilizou-se uma corrente com
uma intensidade constante de 30 mA/ gel durante 1-2 horas .

2.4.4 - Revelacdo dos geis de proteinas

A revelacdo dos geis de proteinas realizou-se por imersdo destes numa
solucdo de “Coomassie BrillianT Blue” R-250 a 0.25% em metanol/acido
acético/agua (5/1/4) durante 15-30 minutos. Depois disso, retirou-se o excesso de
corante submergindo o gel na mesma solucao, mas sem corante. Uma vez tingido
adequadamente, fixou-se por imersao durante duas horas numa solu¢do 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 reduccao (S-S) e depois durante 30
minutos numa solugédo de Ag NO3 0.1%. A seguir era tratado com uma solucéo de
revelado preparada da seguinte forma: 7,5 g de NaCO3+0.125 mL de foraldeido
+250mL de agua Milli®. Quando as bandas adqueriam a intensidade desejada
parava-se a reaccdo juntando 2.5 mL de acido citrico 2.3 M por cada 50 mL de
solucdo de revelado agitando vigorosamente até deixar de borbulhar.

2.5 - METODOS ENZIMATICOS

| 2.5.1- Determinacéo da actividade lipasica

‘. e Em meio liquido

| As técnicas utilizadas nesta determinacado dependeram do tipo de
susbtrato utilizado. Sempre que foi possivel, utilizaram-se ambas as técnicas para
quantificar a mesma actividade com distintos substratos. As caracteristicas destas
técnicas séo as que se resumem de seguida:

a) Técnica espectrofotométrica

Como substratos da enzima, utilizaram-se monoésteres de p-nitrofenol
: com acidos de cadeias hidrocarbonadas de diferentes tamanhos. Estes substratos
foram fornecidos por SIGMA Chemical Co. e descrevem-se na Tabela 2.6.
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Tabela 2.6 - Sustratos utilizados nas medidas de avaliacdo espectrofotométrica da actividade
lipasica.

] AL
p-nitrofenil acetato
p-nitrofenil butirato

1 (0] (% ar (g/ma
181.1
209.2

o B

Estes substratos prepararam-se a uma concentracdo de 4.17x10 M
em tampéo fosfato 0.2 M, pH 7.3. O substrato p-nitrofenil butirato era ainda
dispersado com acetona com uma concentracéo final de acetona na mistura de 4%.
A adicdo de acetona nao foi necessaria para o caso do p-nitrofenil acetato porque &
ligeiramente sollvel em agua. A concentragdo final do substrato no meio de reaccéo
foi de 4.0x107" M.

1 A quantificacdo espectrofotomeétrica realizou-se mediante a técnica
' seguinte:

1) Adicionaram-se 2400 pL da emulsao de substrato numa cuveta de poliestireno
de um Uunico uso (Elkay) de 10 mm de passo optico para medidas
espectrofotométricas de luz visivel.

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

2) Introduzia-se na cuveta um microagitador magnético de 2 mm que mantinha a

amostra em agitacdo constante mediante um dispositivo automatico (Helma Cuv-O-
Stir 333).

3) De seguida adicionavam-se 100 uL da uma suspensao de extrato celular ou de
uma solucdo da concentracao de células adquada para que no meio de reacgao
a concentraccao de células fosse de 107 cél/mL.

4) A curva cinética era seguida em continuo durante 15 minutos registando-se a
absorvancia a 410 nm. Esta curva era registada num espectrofotometro
Beckman DU-7 e a pendente inicial de cada curva (absorvancia/tempo)

calculava-se automaticamente com o aparelho através do programa de
regressao linear.

5) A actividade enzimatica foi obtida dividindo a pendente inicial da curva
(absorvancia/tempo) pelo coeficiente de extensédo do p-nitrofenol ao pH de
trabalho de acordo com a equacéo:

V= (1/¢).(dAst0/dt) = mle
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b) Técnica titrimétrica (pH-stat)

Com esta tecnica foram estudados os substratos ndo cromogénicos como sao
os triglicéridos. Os substratos escolhidos foram a tributirina, a trioleina e o azeite
(mistura de triglicéridos).

Tabela 2.7 - Susbtratos utilizados na determinacao titrimétrica da actividade lipasica.

Substrato n® de C massa molecular (g/mol)
Tributirina 4 3024
""(SLS) Sigma lipase substrato 18:1, (c15)-9 885.4
Trioleina 18:1, (cis)-9 885.4

A tributirina e a tricleina foram emulsionados no nosso laboratorio antes de
; cada experiéncia mediante a seguinte técnica:

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

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

17.9 g de NaCl

0.41 g de KH2PO4
400 mL de agua Milli-Q
540 mL de glicerol

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

Relactivamente ao substrato azeite, optou-se por trabalhar com azeite ja
emulsionado pela fornecedor Sigma um produto com a designagao de Sigma lipase
substrato e cujas caracteristicas sédo as seguintes:

- Composicao em azeite 50%
- Agente emulsionante da casa fornecedora
- Estavel por varios meses.

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

A hidrolise destes substratos lipidicos realizou-se num aparelho pH-stat
com um quantificador modelo TTT80, ligado a uma auto-bureta, modelo ABUBO e a
um registador modelo REA160 de Radiometer (Copenhagen), representado na
Figura 2.1. O sistema consta de uma auto-bureta que deposita sobre o reactor a
quantidade necessaria de NaOH para neutralizar os i6es de hidrogénio libertados
| pela hidrélise dos substratos lipidicos, mantendo constante o pH da reaccgéo,
‘ mediante a integracdo de um potenciometro, cujos eléctrodos permanecem
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constantemente submersos no meio da reacc@o. A adicdo de NaOH fica registada
através de uma curva cinética continua de 7 a 28 minutos.

f A
2 . i
i
oo Registrador

Figura 2.1 - Aspecto do sistema utilizado nas técnicas de medida de actividade lipasica
mediante quantificac¢ao titrimétrica em pH-stat.

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

1-Juntaram-se 4.7 mL de solug&o de reserva que continha o substrato na cuveta
do reactor do pH-stat.

2-Pré-aqueceu-se a emulsdo fazendo circular agua termoestatizada a
temperatura da reacg&o pelas paredes do reactor, e manteve-se com agitacao
constante com um agitador incorporado.

3-Com a ajuda da auto-bureta ajustou-se o pH exactamente a 7.21 mediante
adicdo de NaOH, inferior a 1 % do volume total. A t=0 adicionaram-se 100 uL
da uma suspensao de extrato celular ou de uma solu¢cdo da concentragéo de
células adquada para que no meio de reacgéo a concentracgéo de células fosse
de 107 cél/mL aproximadamente.

4-A curva cinética seguia-se em continuo durante periodos de tempo variaveis
’ (7,14 ou 28 minutos) com um modulo registador que anota a quantidade de
NaOH adicionado pela bureta em fungéo do tempo de reaccéo.

| 5- O célculo da actividade enzimatica fez-se de acordo com a seguinte equacéo:

’ V(pumol/L/min)= (x/(y).M.f
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Em que:

V- Velocidade

AXIAY- inclinagdo da recta inicial

M- molaridade de NaOH

f- factor dependente da velocidade do papel no registador

e [Xm meio solido

Nos ensaios de comparacdo de actividade lipasica entre estirpes
utilizaram-se os meios Agar-Tributirina ou Glucose-Agar-Tributirina (descritos
em meios de cultivo) conforme fosse necessario. Estes meios reflectiam com mais
precisdo as diferencas de actividade lipasica de distintos preparados.

Em todos os casos, verteram-se 25 mL de cada meio, a 50 °C, preparado
mediante esterilizacdo em autoclave, sobre placas de Petri de plastico de 90 mm de
didmetro. Deixavam-se solidificar a temperatura ambiente, extremando as
precaucoes de auséncia de vibracées do suporte das placas. Sobre as placas com o
meio distribuido e solidificado depositavam-se 10 pL contendo 107 células de forma
a evitar que a gota se expandisse demasiado, colocando-se de seguida numa estufa
a28°C.

2.6- METODOS GENETICOS

2.6.1 - Transformacao com plasmideos replicativos

e Em Escherichia coli

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

2.6.2 -Transformacao integrativa de Yarrowia lipolytica

A transformacédo de Y.lipolytica realizou-se utilizando células intactas
tratadas com acetato de litio (Xuan et al, 1988):

| 1. Semeou-se um pré-indculo de 5 mL de meio YPD, pH 4.0 e incubou-se com
agitagdo 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 concentragdes celulares (5-10°,
10° e 2-10° células/mL) incubando-se a 28 °C, com agitacdo, durante 13
horas.

3. Depois desta incubacéo seleccionamos a cultura que continha entre 8-10” e
1.5-10° células/mL para preparar células competentes.

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

5. De seguida, ressuspenderam-se numa solucao de acetato de litio (LiAc) 0.1
M, pH 6.0 a uma concentragao de 5-10” células/mL e incubaram-se durante 1
hora a 28 °C, a 50 rpm num matraz de 250 mL.

6. Recolheram-se novamente por centrifugagao a 1500 g e ressuspenderam-se
na solucdo de acetato de litio numa concentracéo final de 10° células/mL.

7. Transferiram-se 100 pL dessa suspenséo de células para um tubo de 10 mL
de polipropileno onde se juntaram 5 puL de ADN “carrier” (ADN de esperma de
salméao, sonicado, a uma concentracdo de 5 mg/mL) e 250-500 ng de ADN
plasmidico, linearizado previamente com uma endonuclease de restricao para
aumentar a eficiéncia de transformagao (Davidow, 1985).

8. Depois de se incubar o contetido deste tubo durante 15 minutos a 28 °C,
sem agitagao, juntaram-se 700 uL de polietilenoglicol (PEG) 4000 a 40 %
preparado em acetato de litio 0.1 M incubando-se novamente a 28 °C,
durante 1 hora com agitacao suave (70 rpm).

9. As celulas foram submetidas depois, a um choque térmico a 39 °C durante 10
minutos.

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

11. As colonias provenienies das células transformantes podiam observar-se ao
fim de 3 ou 4 dias de incubagéo a 28 °C.

Por vezes, sempre que era necessaria uma alta eficiéncia de
transformagéo (plasmideos replicativos) e o numero de estirpes a transformar era
elevado, seguimos um método rapido aperfeicoado por (Nicaud et al/, 1988).

Retiravam-se duas ansas de células crescidas durante um dia em meio

‘ solido YEPD e ressuspendiam-se em 1mL 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 litio 0.1 M pH 6.0. Apds uma hora de incubagao a 28 °C e 100 rpm, as
| células centrifugavam-se e ressuspendiam-se em 60 pL. do mesmo tampé&o. A 20 uL
‘ destas células competentes juntdvamos 2.5 uL de ADN “carrier” e 2-4 uL. de ADN
plasmidico (100-200 ng). Depois de uma incubacido de 15 minutos a 28 °C
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juntavamos 300 pL de PEG 40% em tamp&o acetato de litio, e apés uma hora de
incubagdo a 28 °C e posterior choque térmico a 39 °C durante 10 minutos, juntavam-
se 600uL de tampao, acetato de litio, semeando por placa 100uL da solucéo
resultante.

A vantagem deste método relativamente ao anterior deve-se ao facto de
néo ser necessario um momento optimo para a cultura celular.

2.7 - PLASMIDEOS UTILIZADOS

2.7.1 — Bacterianos
o pBluescript KS+ e SK+

Plasmideos bacterianos autorreplicativos (Short, 1988) de 2.95 kb
derivados de pUC18/19, cuja estrutura contem os seguintes elementos ( Figura 2.2).

O gene de resisténcia a ampicilina; a origem de replicacdo relaxada de col

E1; um fragmento do operao /ac de E.coli que codifica para o péptido o da 3-

galactosidase (lac Z'); um oligonucleotideo de 108 pares de bases com 21 sitios de

restricdo reconhecidos por endonucleases especificas, inserido na fase de leitura do

péptido alfa sem a alterar (a Unica diferenga entre pBluescript KS* e SK* ¢ a

orientacédo deste oligonucledtido); os promotores das ARN polimerases T3y T7, que

. flanqueiam o fragmento de ADN portador de sitios multiplos de clonagem e que

? podem utilizar-se para a sintese de ARN "in vitro"; um fragmento de 454 pares de

bases da regido intergenica do fago f1 que codifica para as funcdes requeridas para

i a replicacdo e o empacotamento e, possibilita que estes vectores possam recuperar-

se como ADN circular monocatenario uma vez infectada uma populacgao de celulas
adequada portadora de algum destes plasmideos com o fago modificado M13KO07.

p Blovescript -SK+
| (2, 9 kb)

L Aindll

. LRV
LRI
Il

/ Sod

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

E um vector linearizado com 3.0 kb preparado pela “Promega” mediante a
digestdo com Eco RV do vector pGEM-5Z f(+) (semelhante a pGEM-T, mas circular)
e com posterior adicdo de uma timidina na posicéo 3' em cada um dos extremos
gerados. A adi¢ao destas duas timidinas na posicdo 3' aumenta a eficiéncia da
ligagéo dos produtos de PCR neste vector devido a que a Taq polimerase deixa

duas deoxiadenosinas nos extremos 3' do fragmento de DNA sintetizado na reaccéo
de PCR.

O vector pGEM-T (Figura 2.3) contém o gene de resisténcia a ampicilina e
a origem de replicagédo do fago filamentoso 1. Também possui os promotores das
ARN polimerases T7 e SP6 flanqueando uma regido de sitios multiplos de clonagem
‘ incluida na regiao codificante do péptido o da B-galactosidase.

Os clones que contém enxertos nesta regiao (o enxerto inactiva o peptido
o) identificam-se directamente pela auséncia de cor azul em placas com X-Gal e
IPTG (a cor azul e consequéncia da actividade do péptido « da p-galactosidase).

Este plasmideo utilizou-se principalmente para clonar os produtos de
PCR.

T7 +
LTS
ERh
Srg
s |

Mo

Ao I
St T
Al
rSE"-"I
Sl
Al
Bt
FErT
[spe

Figura 2.3 - Estructura do vector pGEM-T.

| 2.7.2 - Plasmideos funcionais em Yarrowia lipolytica

|I o pINA240

| Trata-se de um plasmideo 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 sitio Pvu 1l desse vector, um fragmento que contém a sequéncia ARS18: essa
sequéncia permite que se mantenham de forma auténoma 1 a 3 copias plasmidicas
por célula. Possui também o gene LEU2 de Y. lipolytica enxertado no sitio EcoRl.
Este plasmideo foi cedido pelo Dr. C. Gaillardin (INRA, Franca).

Clal

EcoRl

EcoRl

apsl L5 LEUZ
N

pINA240
(8.0 Kby
Byl ":_’— 3
EcoRl

N
Hinclll

Figura 2.4 - Estrutura do plasmideo replicativo pINA240 de Y. lipolytica.

o pINA444

E um plasmideo de 8.3 kb funcional em E. colie em Y. lipolytica, aparecendo
também em multicépia nesta levedura. Pode replicar-se autonomamente en Y.
lipolytica porque possui enxertado um fragmento que contém a sequéncia ARSBS8.
Também possui o gene URA3 de Y.lipolytica no sitio Sal | (Fournier ef. al., 1891).
Este plasmideo também foi cedido pelo Dr. C. Gaillardin (INRA, Franga)

Hindlll

ri pINA 444
(8,3 Kb)

Figura 2.5- Estrutura do plasmideo replicative pINA444 de Y./ipolytica.
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2.8- MANIPULACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

2.8.1 - Obtencao de ADN plasmidico de Escherichia coli

O metodo utilizado com maior frequéncia para as preparacoes rapidas e a
pequena escala de ADN plasmidico de E.coli foi o método de lise alcalina descrito
por Maniatis et al, (1982). A obtencdo de ADN plasmidico de alta qualidade a
pequena escala realizou-se utilizando o “Kit" Wizard plus SV minipreps de
Promega.

Para a obtencao 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
recomendacotes dos fabricantes.

2.8.2 - Isolamento de ADN genémico
e Da levedura Yarrowia lipolytica

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

1.- Partiu-se de uma cultura de 10 mL de YEPD a uma concentracao de 5X10’-
10° células/mL.

2.- Centrifugaram-se as células e ressuspenderam-se em 0.5 mL de agua 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 pL de tampéo de extracgao ( triton 2% , SDS
1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1mM), 0.2 mL de uma mistura
1:1 de fenol:cloroformio € 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 pL 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.- Apos incubagado a 37 °C durante 5 minutos, juntaram-se 10 mL de NHsAc 4 M
' e 1 mL de etanol absoluto.
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8.- O preciptado de ADN foi recuperado por centrifugacao durante 2 minutos.
Finalmente este precipitade foi lavado com etanol a 70%, e uma vez seco,
ressuspenso em 30 pL de tampao TE.

2.8.3 - Obtencao de ARN total de levedura

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

1.- Recolheram-se por centrifugacdo aproximadamente 2X10° células e lavaram-se
com agua esteril.
‘ 2.- Romperam-se mediante agitacdo 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 ulL de tampao de lise ( Tris/HCI 50 mM pH 6.8; EDTA 10 mM, NaCl
100 mM), 50 puL de fenol e 3 g de pérolas de vidro (Ballotini 0,45-0,50 mm de
diametro).
3.- Depois da ruptura, adicionaram-se 500 pL de fenol, 500 uL de tampéo de lise e
20 L de SDS 10%. A fase aquosa separou-se mediante centrifugacao a 4 °C e
extraiu-se por 3 vezes com fenol-cloroférmio (1:1), e uma vez com cloroférmio-alcool
isoamilico (1:1).
4 .- De seguida, o ARN precipitou-se pela adicdo de 0,1 volumes de acetato de sddio
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 centrifugacao e ressuspenso em 2 mL de H,O-DEPC (agua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) a 0.1%).
5.- Voltou-se a precipitar juntando igual volume de LiCl 5 M e 2 volumes de etanol.
Finalmente o ARN era ressuspendido em 1 mL de H20-DEPC e armazenava-se em
aliquotas a -70°C.

| Com o objectivo de inactivar as ARNases, todos os tampdes e solucdes
utilizados na extracgao e manipulacéo do ARN (a excepcao dos tampdes 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 - Determinacao da concentracao de acidos nucleicos

Esta determinacao foi efectuada medindo a absorvancia a 260 nm no
espectrofotometro e considerando a relagdo de absorvancia 260/280 para estimar o
grau de pureza da preparagdo (1,8 no caso de ADN puro e 2.0 para o ARN).
‘ Utilizaram-se dois modelos de espectrofotometros: GeneQuant de Pharmacia e
\ Shimadzu UV-Visible, modelo UV-160. Por vezes, a fluorescéncia da amostra
| misturada com brometo de etidio (1pg/mL) e irradiada com luz ultravioleta era

comparada com a de amostras de ADN preparadas da mesma forma e de
| concentragcao conhecida. Em ambos os casos seguiram-se os criterios descritos nos
Manuais de laboratdério (Sambrook, 1989).
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2.8.5 - Digestao com endonucleases de restricao

A digest@o com endonucleases de restricao permite a caracterizacao fisica de
fragmentos de ADN e & uma etapa necessaria para a construgao de moléculas
recombinadas.

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

A analise dos fragmentos foi realizada em electroférese 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 religagao. Para tal,
utilizou-se o seguinte metodo:

O plasmideo linearizado foi incubado com fosfatase alcalina (Boehringer),
numa propor¢ao de uma unidade de enzima por ug de ADN, em tampao Tris-HCI 50
mM pH 8.0 durante 30 minutos a 37 °C, ou entdo adicionando uma unidade da
enzima a mistura de digestao do ADN com endonucleases de restricao durante os
30 minutos finais da incubacao a 37 °C.

O plasmideo desfosforilado foi submetido a electroférese em gel de agarose
e recuperou-se a banda desejada mediante fixagao do ADN a uma matriz de silica,
utilizando o "kit" Gene clean /| como se descreve na secgdo 2.8.8.

2.8.7 - Electroférese de fragmentos de ADN

A separacdo dos fragmentos de ADN em funcéo do seu tamanho
realizou-se mediante electroférese em geis de agarose, preparados na
concentracgdo adequada ao tamanho dos fragmentos a separar (entre 0.6 e 2%,
segundo os casos). A migragao realizou-se a corrente constante (40-100 V). Os
tampoes 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 etidio (0,5 pg/mL)
para visualizar as bandas de ADN atraves de iluminac&o ultravioleta. Nalgumas
aplicacoes a tensao foi posterior ao desenvolvimento da electroforese, colocando-se
0 gel numa solugdo de brometo de etidio e TAE durante 20-30 minutos com
posterior lavagem durante uns instantes em agua. Os geis foram iluminados com luz
ultravioleta e fotografados para uma pelicula Polaroid 667. Para o registo de estudos
Mais rotineiros, ou sempre que foi necessario, as imagens eram captadas com uma
camara digital, manipuladas mediante um analisador de imagem, e impressas em
papel térmico.
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2.8.8 - Purificacao de fragmentos de ADN

O isolamento e a purificacdo de fragmentos especificos 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" (Bio101, La Jolla, California) seguindo as instru¢ées do fabricante.

Para os fragmentos entre 50 e 400 pb o seguiu-se o “Kit” “MEraid™ kit" do mesmo
fabricante.

O fundamento deste método €, resumidamente, o seguinte: o ADN adere
primeiro por adsorgédo a uma matriz de silica e fica depois livre, em condicdes
controladas.

2.8.9 - Construcao de plasmideos recombinados

As moléculas recombinadas obtiveram-se mediante a combinacdo de
fragmentos de ADN purificados (sendo sempre um deles um vector molecular).
Quando os extremos do vector eram compativeis, 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 religagéao
do vector. Quando foi de interesse converter os extremos rombos em extremos
protuberantes, utilizou-se o fragmento Klenow da DNA polimerase | de E. coli ou a
nuclease S1 de Aspergiflus oryzae. Na reaccgao de ligacao utilizou-se a ADN ligase
do fago T4 (Boehringer).

A mistura da ligacao 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 al., 1982) e as recomendacdes
dos fornecedores.

2.8.10 - Sequenciacao de fragmentos de ADN

A sequenciagao dos fragmentos de ADN descritos ao longo deste
trabalho realizou-se com um equipamento de sequenciacdo automatica da
Universidade de Salamanca, utilizando um sistema ABI PRISM 377 DNA sequencer
de Perkin Elmer.
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2.8.11- Construcao de genotecas parciais de ADN gendmico

A construcdo de genotecas parciais da levedura Y. lipolytica 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 digestédo separaram-se por electroférese em geis de agarose

' preparados a 0.8% em TAE. A fracgao, que continha os tamanhos de interesse,

' purificou-se por Geneclean™. Por outro lado, digeriu-se o vector com a mesma

‘ enzima e defosforilou-se com CIP para impedir a sua religacéo, purificando-se
. depois da mesma forma que se fez com o ADN genomico.

A reaccado de ligacao fez-se com diferentes relacées enxerto/vector e
transformaram-se células competentes de E.coli. Os transformantes seleccionaram-
| se e guardaram-se em glicerol da mesma forma descrita anteriormente.

2.9- REACCOES DE AMPLIACAO POR PCR

A reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) converteu-se numa ferramenta de
grande valor para os bidlogos moleculares. No nosso trabalho, a PCR utilizou-se
com varias finalidades com diferentes modificagées. Embora a seguir se descreva o
protocolo geral utilizado, os diferentes parametros variaram em cada caso para
optimizar a reacgdo em funcdo da temperatura de anilhamento dos
oligonucleotideos, do tamanho do fragmento a ampliar, etc..

Das variagdes ao protocolo geral destacamos as seguintes:

' e PCR inversa

A PCR pode ser utilizada para clonar um fragmento de ADN genomico que
possua uma segéncia conhecida. Para isso digeriu-se o ADN gendmico com uma
enzima de restricdo que néo corte na sequéncia. De seguida, religou-se o produto
dessa digestdo de modo a obterem-se uma série de fragmentos circulares de ADN
gendomico. Ao efectuar uma PCR utilizando oligos divergentes nos extremos da
sequéncia conhecida, ampliou-se um fragmento de ADN que possui as zonas de
ADN adejacentes a sequéncia de partida, mas unidas ambas pelo sitio de corte
reconhecido pela enzima de restricao utilizada.

e “Touchdown” PCR

A PCR é uma técnica muito utilizada para clonar genes por homologia.
Baseia-se no minimo tamanho das regiées homologas de uma familia de proteinas,
necessario para desenhar os cevedores e na possibilidade de construir oligos
degenerados. O seu maior inconveniente relaciona-se com o consideravel numero
de sequéncias artefactuais que se podem produzir. Para evitar este problema, os
dois aspectos gque tem maior importancia sao os seguintes:
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Seleccao de oligonucleotideos

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

1.- Seleccionar sequéncias altamente conservadas na familia de proteinas para o
desenho de oligonucleotideos.

2.- Eleger degeneracées minimas. Fragmentos que contenham Metionina ou
Triptofano sdo muito adequados porque séo codificados por coddes Unicos. Pelo
contrario, fragmentos ricos em Leucina, Arginina ou Serina (codificados por 6
coddes) podem incrementar enormemente a degeneracao do oligonucleotideo.

3.- Estudar a utilizagdo preferencial de coddes do organismo com que
trabalhamos. Estatisticamente nem todos os possiveis tripletos que podem
codificar um aminoacido sdo utilizados com a mesma frequéncia. Alguns desses
tripletos apenas sao utilizados e podem ser desprezados.

4 - O mais importante para a especificidade do oligonucleotideo & o extremo 3',
pelo que se deve procurar que seja o menos degenerado possivel.

5.- Quando existem varias zonas de homologia numa familia de proteinas, podem
desenhar-se varios pares de oligos e utiliza-los de forma cruzada.

Tabela 2.8 - Lista das secuéncias dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Nome Sequéncia

TIC AMC Q@A AC QA TIT QT

LIP-14 T ¢ ¢ T € © ¢
T T

Qr G AG QIC TG AT TAC GRA @

LIP-2) T T T T T C
A G & T

@C CIT G TG GIC IC IC GAA
P33T |la 6 a @ A A

¢ A

TG CIT AMA CIG TGS Q3T
LIP-4T 8 @& 6 T &6 A

A A
AL-1 T AT 060 NC G TCT @
AL-2 4 GGz T O QG CIT OCT
A3 AL ATC ACA TGA OCA GCA O&C
AL-4 T GIC GOC AQG CAT G GAC
AL8 A GCT GIT @C ARA QGT
AL-6 1 TG ACG ACT TAC ACG GAG
I i GIT CCA AQ: AGT CCA CIG
AL-8 ! TG A G GG GAG ATC
AL-9 ] TGT CoC Ter GIG CAT GAC
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Na Tabela 2.8 representa-se a sequéncia dos oligonucleotideos utilizados no
nosso trabalho e indica-se o nome utilizado como referéncia e a sequéncia 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 LIP 1 a LIP 4 foram utilizados em reacgdes de PCR; os oligos
AL 3 a AL 9 utlizaram-se em reacgtes de sequénciacdo, enquanto que os oligos AL
1 e AL 2 se utilizaram em ambas as reacgdes.

B) Condicoes da PCR

Em geral, a menor temperatura de anilhamento produz-se uma maior
ampliacao nao especifica, dependendo da degeneracao dos oligos. O método
chamado “ Touchdown PCR" (Don et al., 1991 citado em Latchman, 1992) reduz
esta ampliacdo inespecifica. Neste procedimento, os ciclos de ampliagdo comecam
com uma temperatura de anilhamento superior a calculada para os oligos utilizados.
A temperatura de anilhamento diminui depois 0.5 ou 1 °C em cada ciclo até
completar a PCR. Este metodo favorece uma ampliagdo muito especifica nos
primeiros ciclos da PCR conferindo vantagem a sequéncia ampliada relativamente a
outas sequéncias que possam ampliar-se de forma nao especifica nos restantes
ciclos.

A reacgao de ampliagdo com a enzima Taq polimerase (conhecida como
"Reaccao de polimerizagdo em cadeia” ou PCR) realizou-se num termociclador
Perkin Elmer® 2400. As condi¢bes programadas foram:

1. Desnaturagé@o do ADN molde a 93 °C durante 3 minutos.

2. 30 ciclos com os seguinies passos:
= anilhamento (1 minuto a 40 °C, na maioria dos casos)
= extensao (1 minuto a 72 °C)
= desnaturacdo (1 minuto a 95 °C).

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

4. Conservacao da reacgdo indefinidamente a 4°C.

Estas condicbes foram modificadas ligeiramente em funcédo da
temperatura de fusdo média calculada para cada par de oligonucleotidos segundo

uma formula aconselhada pelos manuais de laboratorio (Innis, 1990; Maniatis,
1982):

T,=81.5+16.6-logI+ 0.41 (% G + C) - (600/N)
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Em que:

Ts = Temperatura de fusao

| = Forga iénica do meio de reaccao (neste caso 0.006 (M))
G e C = numero de cada uma destas bases em cada oligonucleotideo
N = Comprimento da cadeia a ampliar.

Geralmente, na reacgao de ampliagao, aconselha-se a utilizacao de uma
temperatura 10 °C inferior a calculada por esta formula.

A reaccao continha 100 picomoles de cada oligonucleotideo iniciador, 50
ng de ADN molde, 20 picomoles de cada dNTP e 1,5 unidades de Tag polimerase
de Thermus aquaticus (Boehringer Mannheim), em 100 L de solucdo tamponada.

O resultado da reaccao de ampliacdo 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 (seccéo 2.8.8).

2.10 - Hibridacao de acidos nucleicos
e Preparacao de sondas marcadas radioactivamente

A marcacéao radioactiva dos fragmentos de ADN realizou-se mediante o
procedimento de “Random priming” utilizando o “kit" de Boehringer “Random
primed ADN libelling kit” [_32P] dCTP (radiactividade especifica > 3.000 Ci/mmol),
como nucleotideo marcado e um "kit" de marcagao da Boehringer Manheim,
seguindo as recomendacdes dos fornecedores.

o Deteccao de sequéncias especificas de ADN (Southern-blot)

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

1. Depois de digerir o ADN genomico (2-5 ug) ou plasmidico (1-10 ng) com as
enzimas de restricdo 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, NaCl 1.5
M durante 30 minutos.

3. Seguidamente realizou-se por capilaridade, durante 12 horas com NaOH 0.25
M, NaCl 1.5 M, a transferéncia dos fragmentos de ADN para uma membrana de
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Nylon (HYBOND, Amersham®). Apos a transferéncia, a membrana foi lavada
brevemente com 2x SSC (NaCl 15 M, citrato de sddio 1.5 M).

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

= HCI 0.25M durante 6 minutos.

= NaOH 1M; NaCl 1.5 M durante 8 minutos.

= Tris/HCI 0.5 M, pH7.2; NaCl 1.5 M durante 6 minutos.

= 20 X SSC (NaCl 3 M, citrato trisédico 0.3 M) durante 60 minutos.

4. O ADN fixou-se & membrana secando esta numa estufa a 60 °C durante 5
minutos e expondo-a posteriormente a luz ultravioleta com 120 mJ (nhuma
camara de ultravioleta UV Stratalinker™ 2400 de Strafagene®).

Quando estdvamos seguros de que o ADN estava fixado a membrana
comecou-se a pre-hibridagéo e o metodo de hibridacdo com uma sonda de ADN. As
incubacdes realizaram-se colocando a membrana e as solugdes em tubos cilindricos
de Amersham/LIFE SCIENCE, e estes em fornos de hibridagdo com um suporte
rotativo:

1. A pré-hibridacao levou-se a cabo com uma solucao que continha 4X SSC,
SDS 0.1%, 5x Reagente Denhardt (Ficoll 0,02%, polivinilpirrolidona 0.02% e
albumina de soro bovino 0.02%.), Tris/HC| pH 7.5, ADN de esperma de
salmao 100 pg/mL e formamida a 50%. As membranas com o ADN fixo eram
entdo colocadas, juntamente com a solucdo de pré-hibridagdo, nos tubos
cilindricos, onde se incubaram durante um periodo minimo de 1 hora a 42 °C.

2. A hibridacao levou-se a cabo com uma solugao que continha a mesma
composicao da solugdo de pré-hibridacdo mais 10 % de dextrano sulfato. A
esta solucéo adicionou-se a sonda radioactiva desnaturada (por agquecimento
a 100 °C durante 5 minutos) e incubou-se posteriormente a 42 °C durante
pelo menos 6 horas.

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

4. A presenca dos fragmentos de ADN que hibridavam especificamente com a

sonda foi visualizada pela impressao que produz a radiacgéo B, que emite o
isotopo radioactivo da sonda, sobre uma pelicula Hiperfilm HP (Amersham®).
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* Deteccao 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 coldnias transferidas para os filtros lisaram-se mediante sucessivas
incubagbes de 5 minutos destes filtros sobre papel Whatman 3MM,
saturados com as seguintes solugées:

= SDS a 10%.

= Solugéo de desnaturacéo (0.5 N NaOH, NaCl 1.5 M).

= Solugao de neutralizagéo (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCI pH 7.4).
= SSC 2X.

Evitou-se, tanto quanto foi possivel, a mistura das solucées mediante
secagens intermedias das membranas.

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

3. Os filtros [avaram-se com 5X SSC, 0.5% SDS e 1 mM EDTA durante 30
minutos a 50 °C, para eliminar os restos celulares e a seguir procedeu-se &
sua hibridag&o tal como foi descrito anteriormente.

e Deteccao de ARNm (Northern-blot)

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

1. As amostras de ARN (10 ug) obtidas como se descreve no seccdo 2.8.3
liofilizaram-se e ressuspenderam-se, cada uma delas, em 16 pL de tampé&o
desnaturalizante (para 10 mL de solugdo misturaram-se: 5 mL de formamida,
1.62 mL de formaldeido a 37 %, 1 mL de tampdo MOPS 10 X e 2.4 mL de
H>O Milli-Q estéril tratada com DEPC).

2. Aqueceram-se a 65 °C, durante 10 minutos para desnaturar as estruturas
secundarias formadas pelo ARN e adicionaram-se, em gelo, 4 uL de tampao
de carga 5 X (Azul de bromofenol, 0.1 mg/mL e Glicerol a 50 % em H»0) .

3. Seguidamente submeteram-se as amostras a electroforese em geis de

agarose preparados a 1% em tampdo MOPS-Formaldehido, obtido da
seguinte forma:
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= Misturaram-se 2.5 g de agarose, 25 mL de tampao MOPS 10 X (MOPS
(acido 3-[N-morfolino] propano sulfénico) 0.4 M, pH 7.0; acetato de
sodio 0.1 M; EDTA 10 mM) em 196.4 mL de H,O mMIli-Q estéril tratada
com DEPC.

= Agueceu-se esta mistura até a ebulicao 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, verieu-se sobre a bandeja do dispositivo
de electroforese.

= Deixou-se solidificar o gel a temperatura ambiente durante pelo menos
30 minutos.

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

5. Ao fim de duas horas interrompeu-se brevemente a electroférese, para
remover manualmente, com a ajuda de um pequeno copo de precipitacao, o
tampéao, a fim de assegurar uma forga idnica homogeénea no tampao.

Depois da electroférese, o ARN era transferido por capilaridade para
membranas de nylon (Hybond-N™, Ammersham/LIFE SCIENCE), utilizando
como solucdo salina de arrraste 20 x SSC.

6. As membranas de nylon pré-hibridaram-se durante 4 horas com 20 mL/100
cm? de um tampao que continha:

= 50% de formamida desionizada

= 10 x Denhardt's

= TRIS/HCI, pH 7.5, 50 mM

= NaCl 1M

= 0.1% de pirofosfato de sodio

= 1% de SDS

= 10% de Dextrano sulfato (adicionado no final, incubando 20 minutos a
65 °C para conseguir dissolvé-|o).

= 0.1 mg/mL de ADN de esperma de salmao submetido a 100 °C durante
10 minutos.

7. A hibridacdo desenrolou-se durante 16 a 36 horas, a 42 °C, com 10 mL/100
cm? de um tampéo igual ao de pré-hibridacédo, 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 SSC
durante 5 minutos a temperatura ambiente, seguidas por outras duas
lavagens de 45 minutos a 65 °C em 2 X SSC e SDS a 1%. Deixou-se
arrefecer a temperatura ambiente durante 5 minutos e efectuou-se outras
duas lavagens finais de 30 minutos com 0.1 X SSC, auto-radiografando-se de
seguida.

Por vezes, estes filtros eram submetidos a processos de hibridagédo com
varias sondas diferentes, pelo que foi necessario eliminar a sonda anteriormente
utilizada, sendo isto possivel apenas quando a membrana permanecia humedecida.
Para recuperar as membranas, verteram-se sobre os filtros 200 mL/100 cm? de
uma solucdo de SDS a 0.1% em ebuligéo, e deixaram-se arrefecer a temperatura
ambiente mantendo uma agitagao constante.

2.11- TECNICA DE INTERRUPCAO GENETICA “ POP OUT”

A técnica de interrupcao genetica designada por “pop out” utiliza-se para
interromper um fragmento gendmico de ADN sem necessidade de que exista uma
substituicao genética. Para isso utilizou-se um método descrito por Boeke, (1987).
Nesta técnica, faz-se a integracao no genoma de um plasmideo que possui o gene
URA3 como marcador de selecgédo, e uma copia deleccionada do gene que se
pretende interromper. A integragéo produz-se por recombinagdo homaéloga sendo
favorecida pela linearizagao do plasmideo.

Fizeram-se crescer os transformantes que possuiam a integracéo
correcta, em meio rico, onde a auséncia de pressao selectiva faz com que
sobrevivam os casos em que se produzem fenomenos de recombinacao que
conduzem a perda do marcador URA3.

A recombinacao pode ocorrer de tal forma que deixa no genoma a copia
salvagem do gene ou a copia interrompida. A selecgao destes clones efectua-se
crescendo os transformantes num meio com acido 5 fluororotico (5.FOA), que
resulta toxico para as células que possuem o gene URA3. Assim, neste meio, so0
crescerao os recombinantes que expulsaram o gene URAS.

2.12 - MICROFOTOGRAFIA

As microfotografias que ilustram este trabalho foram tiradas num microscépio
Leica DRMXA, ligado a um sistema de digitalizacao de imagens Leica Q550CW.
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2.13- ANALISE MEDIANTE TRATAMENTO INFORMATICO
DOS DADOS OBTIDOS

» Sequéncias de ADN e proteinas

A analise das sequéncias de ADN e das sequéncias de proteinas
derivadas a partir da regiao codificante do gene correspondente, realizou-se por
duas vias:

a) Programas informaticos locais

Para a edigdo basica das sequéncias utilizaram-se os programas
DNASIS™ e PROSIS™ (Pharmacia®, Hitachi®) (Pustell, 1982), enquanto que para
a edicdo detalhada das sequéncias, assim como para as comparacgdes de
sequéncias, etc. utilizou-se o programa DNASTAR™, (cépia de demonstragao
enviada por DNASTAR, Ltd. Abacus House®, Manor Rd., West Ealing London
W130AS Reino Unido).

As caracteristicas fisico-quimicas das proteinas, tais como os pontos
isoeléctricos e a previsao de sitios de processamento do péptido sinal e outros sitios
de processamento tipicos analisaram-se com o programa PC/Gene™
(Intelligenetics® Inc.).

Também se utilizaram varios pacotes informaticos de dominio publico,
distribuidos por diversas Universidades, para analisar outras caracteristicas menos
importantes das sequéncias.

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

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

Para a representacao das estruturas tridimensionais das proteinas, a
partir dos datos cristalograficos 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 construcdes plasmidicas realizaram-se com Gene
Construction Kit™ (Textco® Inc.).
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b) Acesso a servidores da Internet

Utilizou-se o pacote informatico GCG-Wisconsin do Centro Nacional de

‘ Biotecnologia da Universidade Autdnoma de Madrid (telnet://samba.cnb.uam.es)

| para localizar dominios de uniao a factores de transcripcéo e para fazer algumas
comparagoes simples.

Recorreu-se ao European Bioinformatics Institute sempre que foi

necessario obter dados de alguma sequéncia registada nas bases de dados de ADN

' (EMBL) ou proteinas (SWISS-PROT), em http://www ebi.ac.uk. Neste mesmo

servidor, levaram-se a cabo comparagfes de sequéncias de ADN e proteinas

, mediante o algoritmo implementado (Pearson, 1988) no programa FASTA, assim

como as predicgdes da estrutura secundaria das proteinas. Também se efectuou
neste servidor um registo “on line” da sequéncia de ADN do gene YIL/P3.

Para a localizagdo tedrica de dominios transmembranares nas
sequéncias de proteina, assim como dominios envolvidos nas vias de secreccéo,
utilizaram-se programas de analise em:

= “Psort” em htip://psort.nibb.ac.jp/index.html

= “Tmpred” em hitp://ulrec3.unil.ch/software/TMPRED_form.html
= http://absalpha.dcrt.nih.gov:8008/otherservers.html

= “Tmap” em http://www.embl-heidelberg.de/tmap/tmap_sin.htm|

Alguns sitios de unido a factores de transcripcdo localizaram-se
analisando a regido promotora do gene YILIP3 em:

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

As previsbes das estruturas secundarias das proteinas realizaram-se
num sistema de redes neurais do EMBL:

= "PredictProtein”.em.http://www.em.blheidelberg.de/predictprotein/predi
ctprotein.htmi.

A elucidagdo da estrutura terciaria das proteinas realizou-se no servidor
de GLAXO do Biomedical Research Institute da Suica.

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

Os dados referentes ao uso de coddes 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 analise foram localizados a partir de:

= "Amo’s"em http://fexpasy.hcuge.hiwww/amos_www _links.htm|
= Pedro’s”’em http/www.fmi.ch/biology/research_tools.html

oPesquisas bibliograficas

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

Alguns dados de referéncias bibliograficas com mais de 10 anos
obtiveram-se na Internet, atraves de:

= “Healthgate” em hitp://www.healthgate.com/

= “Entrez” em http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/htbin/enf/entrezmmCOMPLEX
= “CARL" em http://www.carl.org/

= “UnCoverWeb" em http://uncweb.carl.org/

Apesar das direcgoes URL da Internet referidas se poderem conservar
durante algum tempo, & provavel que, por diversas razdes, mudem de localizagao.
Por isso, recomendamos que se actualizem acedendo directamente a direccao
antiga ou através de algum motor de pesquisas como “Altavista”
(http://altavista.digital.com) o qual ficara registado colocando a palavra chave a
frente de cada direccao.

2.14 - OUTROS PRODUTOS UTILIZADOS

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

As enzimas utilizadas para as experiéncias de restricdo ou modificagao
de acidos nucleicos, foram obtidas de Boehringer Mannheim (Alemanha) ou de
Amersham (Inglaterra). A agarose que utilizamos era de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, USA).

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

Os restantes produtos e reagentes quimicos utilizados foram sempre de
qualidade analitica.
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3 — APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3.1- OPTIMIZACAO DO CRESCIMENTO CELULAR E DE
ACTIVIDADE LIPASICA DE Yarrowia lipolytica

A existéncia de actividade lipasica em Yarrowia lipolytica esta bem registada
na bibliografia como se descreve na secc¢do 1.3.4 da Introdugéo, no entanto, as
discrepancias observadas devidas a utilizacdo de diferentes estirpes e/ou
metodologias levaram-nos a realizar alguns estudos preliminares sobre condigtes
de crescimento celular e de actividade lipasica e esterasica em meios solidos e
liqguidos com o fim de estabelecermos as metodologias e os meios de indugdo mais
adequados aos objectivos que nos propunhamos alcancgar.

3.1.1 — Actividade lipasica em leveduras

Num desses estudos foi comparada a actividade lipasica entre estirpes
selvagens de Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis e Saccharomyces cerevisiae.
Em placas de Petri com o meio de cultura, Glucose-Agar-Tributirina, descrito em
Materiais e Métodos, foram semeadas gotas de 10 puL de suspensdes que

continham 107 células e que tinham sido recolhidas de meios liquidos definidos.

Incubaram-se a 28 °C e ao longo do crecimento foram analizados os aspectos
das colonias fazendo-se medi¢des dos halos de actividade.

d* do halo / dt da colénia

0 5¢ 75
Tempo de cultura (horas)

Figura 3.1 — Placa de culturas em meio sdlido com: A) Yarrowia lipolytica, B) Kluyveromyces
lactis e C) Saccharomyces cerevisiae. O grafico ao lado representa as medigdes ao longo do
crescimento de: Yarrowia lipolytica (71), Saccharomyces cerevisiae (3J) e Kluyveromyces lactis (7).
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Ao romper-se a emulsé@o opaca formada pela tributirina e pela agua forma-se
um halo translucido cujo tamanho depende do tempo de incubacgéo. A actividade foi
quantificada medindo o diametro da colénia e o didmetro do halo caiculando-se a
seguir o cociente entre o diametro ao quadrado do halo e o didmetro ao quadrado da
colonia, aceitando-se este valor como uma estimativa da actividade enzimatica
relactiva das células da colénia. Os didmetros elevaram-se ao quadrado por se tratar
de uma comparagao de areas de circulos.

Como se pode observar na Figura 3.1 as estirpes de Kluyveromyces lactis e
Saccharomyces cerevisiae apresentam uma actividade lipasica muito residual. Por
seu lado, as colénias de Yarrowia lipolytica, ndo so, apresentam um crescimento
muito superior como um halo de actividade lipasica consideravel.

3.1.2- Seleccéo da estirpe a utilizar

Em estudos realizados pelo grupo de investigacao foram inoculadas em iguais
condicoes diferentes estirpes de Yarrowia lipolytica em meios solidos de diferente
composicado Glucose-Agar-Tributirina e Agar-Tributirina (Secdo 2.3.3 de
Materiais e Métodos). Semearam-se gotas de 5 uL de suspensdes celulares, de
cada uma das estirpes, contendo 5.10° células e fizeram-se medigdes de halos de
actividade apds 48 horas de crescimento a 28 °C. Os resultados desses estudos
representam-se na Tabela 3.1,

Tabela 3.1 — Valores dos didmetiros ao quadrado de halos de actividade divididos pelo
diametro ao quadrado das colénias de varias estirpes de Yarrowia lipolytica .

d?halo/ d®colénia d? halo/ d? colénia
(com Glucose) (sem Glucose
JM-12 ; 2.4 | 4.4
INAG135668 f 2.3 4.3
INAG135667 | 2.3 26
W29 2.4 52
SA-1 2.3 ‘ 2.6

As diferencas de actividade observadas entre as diferentes estirpes
analisadas ndo sao muito significativas e a repressao que se observa por parte da
glucose parece afectar na mesma medida a todas as estirpes (Kawasaki et al, 1995;
Ruschen ef al., 1982; Gonzalez, 1997). Em trabalhos futuros decidiu-se utilizar a
estirpe INAG 135668 por ter sido utilizada para isolar o primeiro gene que codifica
para lipases nesta levedura e assim poderem-se estabelecer melhores
comparagoes.

3.1.3 - Condicoes de crescimento de Yarrowia lipolytica

Com o objectivo de determinar a influéncia da fonte de carbono no
crescimento celular de Yarrowia lipolytica a estirpe INAG 135668 desta levedura foi
crescida nas mesmas condicdes em dois meios contendo um glucose (MM-
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Resultados

Glucose) e o outro azeite (MM-Azeite), cuja composicdo se descreve na seccao
2.2.4 de Materiais e Métodos. Esperava-se um crescimento mais retardo no
substrato azeite por se fratar 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 ndo se registam
diferencas 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 .

{3 I/

Crescimento (107¢él /mL)

ih 10 21 Ak T S
Tempo de cultura (horas)

Figura 3.1 — Cresimento celular de Yarrowia lipolytica (INAG 135668) no meio MM-Glucose ([ )
e no meio MM-Azeite ( A ).

3.1.4 — Actividade lipasica em células de Yarrowia lipolytica

Com o objectivo de determinar se a actividade lipasica era induzida com
azeite, cresceram-se células de Yarrowia lipolytica 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-inéculo células pré-cultivadas no meio YED até a
fase exponencial de crescimento (16-18 horas). As células eram recolhidas, lavadas
com agua ultrafiltrada estéril e ressuspensas, nos matrazes com os meios de cultivo
definidos, numa concentracéo de 10’ células/mL.

As células recolhidas em diferentes tempos de crescimento eram separadas
do sobrenadante de crescimento por centrifugacdo e apds lavagem com tampéo
fosfato pH 7.2, 10mM, repartidas em aliquotas.
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Algumas destas aliquotas eram utilizadas para obter extractos celulares,
separando-se 0 sobrenadante de ruptura das células rebentadas (paredes
celulares).

Quando se recolhiam as amostras acompanhavam-se também os
crescimentos celulares por contagem das células em cémara “Thoma” ou por
medicdo da densidade optica a um comprimento de onde de 600 nm. Estes valores
eram depois relacionados utilizando uma recta padréo.

a) Importéncia de tamponar os meios de cultura

Pode-se comprovar em repetidas experiéncias que a indugcéo da actividade
lipasica verificada quando as células crescem em meio com azeite s6 se mantém se
o meio de cultura estiver tamponado com Tris/HCI, pH 7.2, 200mM. Provavelmente
porque a proteina com actividade lipasica sofre desnaturacdo quando se encontra
livre em meios de cultura ndo tamponados que resultam ser relactivamente acidos.
Na Figura 3.3 representam-se graficamente os valores de pH em sobrenadante de
crescimento de Y.Lipolytica crescida num meio de cultura com azeite (MM-Azeite)
sem tamponar e no mesmo meio tamponado com Tris-HCI 200mM pH 7.2.

pH &

z-gr——- —————— = e ——p—r —— -

10 20 30 40
Tempo de cultura (horas)

Figura 3.3 — Medida de pH de sobrenadante de crescimento de Yarrowia lipolytica crescida
num meio com azeite (MM-Azeite) sem tamponar (A) e no mesmo meio tamponado com Tris-
HCI 200mM pH 7.2 ().
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b) Actividade lipasica em diferentes tempos de cultura

Foi medida a actividade lipasica em ceélulas de Yarrowia lipolytica 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 lipase substrato (SLS) e tributirina apresentam-se nos graficos
da Figura 3.4. O sigma lipase substrato (SLS) era diluido até se obter uma
concentracado de 20.6 %. Pode observar-se, em ambos os casos, que existe uma
indugéo de actividade lipasica em células de crescimentos com azeite enquanto nas
células dos crescimentos com glucose mantém uma actividade basal insignificante.

>

y

i

Aesp (umolmin/1010¢¢1,)
Aesp (umol/min/1010é1,)

' : : 5 10 15 X %K 3 0¥ A
1 15 d ] e 3 a1n 3 _-7 o J -

(harae) empe de cultura {(horas
lempo de cultura {noras) lempo de cultura (horas)

Figura 3.4 — Actividades lipasicas com o substrato azeite (SLS) (A) e com substrato tributirina
(B), em células de Yarrowia lipolytica (INAG 135668) crescidas em MM-Glucose (—&—) e MM-
Azeite (——).

Em todos os casos os resultados sé&o repetitivos quando se trata de amostras
provenientes do mesmo crescimento, apresentando pequenas variagbes sempre
gue se comparam resultados de amostras de diferentes crescimentos, provavelmete
devido a dinédmica de cada crescimento.

3.1.5 — Actividade lipasica em frac¢coes celulares de
Yarrowia lipolytica

A fim de determinar a distribuicdo da actividade lipasica nas diferentes
fracces celulares de Yarrowia lipolytica realizararam-se varios ensaios com
diferentes substratos.

As fracgdes celulares e a sua concentragdo proteica foram obtidas de acordo
com os procedimentos descritos nas seccgbes 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 centrifugagado ou por precipitagdo com acido




tricloroacético. Em ensaios posteriores deixou de se concentrar j& que se
conseguiam actividades significativas com medigdes directas, sem concentrar.

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

A indugdo nos crescimentos com azeite também se observa em fracgoes
celulares como se pode observar nas actividades com o substrato tributirina, a uma

concentracdo de 0.16M, representadas nos graficos da Figura 3.5. Neste caso foi
utilizada a tributirina emulsionada por se tratar de um composto puro de facil
manipulagéo que permite a obtensao de resultados muito precisos.
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Figura 3.5 - Actividades lipasicas com o substrate tributirina em fraccdes celulares de Yarrowia

lipolytica: (A) Sobrenadante de crescimento, (B) Sobrenadante de ruptura e (C) paredes
celulares. Em crescimentos celulares com MM-Azeite (2 ) e com MM-Glucose (2 ).
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Da analise dos graficos da figura 3.5 também se pode observar que a
distribuicdo da actividade lipasica em frac¢des celulares segue a seguinte
sequéncia: Sobrenadante de crescimento,sobrenadante de ruptura e paredes
celulares. Para quantificar esta distribuicao calcularam-se as proporgées nas trés
localizagdes no tempo de cultura de 24 horas tendo-se obtido os resultados que se
representam na Tabela 3.2.

Tabela 3.2- Distribuica@o de actividade lipasica em fraccdes celulares de Yarrobia lipolytica.

Fraccao Tempo de A especifica
cultura (horas) (umol/min/mg.prot.)
Sobre. de cres. 24 132 61
Sobre. de Rupt. 24 T.3 20
Paredes 24 7.0 19

Como se pode apreciar na Tabela 3.2, nas condigbes experimentais de
crescimento, a maior actividade lipasica as 24 horas regista-se no sobrenadante de
crescimento o que sugere que as lipases de Yarrowia lipolytica tendem a secretar-se
para o meio de cultura.

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

Uma vez confirmada a existéncia de actividade lipasica em Yarrowia lipolytica
procedeu-se ao isolamento de genes que codificam para enzimas com essa
actividade nesta levedura.
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3.2—- ISOLAMENTO DO GENE YILIP3

3.2.1 — Obtencao de sondas de ADN

Obtiveram-se as sequéncias de aminoacidos deduzidas para proteinas com
actividade lipasica em Candida rugosa e Geotrichum candidum microrganismos
evolutivamente proximos de Yarrowia lipolytica. Estas sequéncias compararam-se
mediante o algoritmo de CLUSTAL (Higgings et al., 1988). Na Figura 3.6
evidenciam-se as regides mais conservadas que foram eleitas como modelo para a
sintese dos oligonucleotideos (Lip1-lip4) cujas sequéncias degeneradas se detalham
na Tabela 2.8 (seccéo 2.9 de Materiais e Métodos).

Cclip1 --—--- MELAT ALSLTASVAAAPTATT ANGDTTTGLNATINEAFL GI PFAEPPVGNLREKD

Cclip2 ----- MKLCL~LAL GAAVAAAPTATLANGDTTTGLNATVNEKFLGI PFAEPPVGTLRFKP

Cclip3 ---—-—- MKLAL AT SLIASVAAAPTAKLANGDTTTGLNATINEAFLGI PFAEPPVGNLRFKD

CclLipd --——-- MKLALVLSLIVSVAAAPTATLANGDTITGLNATINEAFL GTPFAQPPVGNLRFKP

Cclip5 ——- MKLALALSLIASVAAAPTATLANGDTTTGLNAT INFAFLGI PFAEPPVGNLRFKD

Gce Lip 1 MVSKTFFLAAAL NVVGTLAQAPT AVI NCNEV I SGVLECKVDTFKGIPFADPPVGDLRFKH
*_ * . __* kkkk K J—_— *-*_ . * kEkkkk Khkkk khkk

Lip-1 —P

Cc Lip 2 PVPYSASLNGQOFTSYGPSCMOMNPMESFEDTLPKNARHL VI QS——————— KIFQUVLEN

Cc Lip 3 PVPYSGSLNGOKFTSYGPSCMOONPEGTFEENT GKTALDLVM)S——————~ KVFQAVLPQ

Cc Lip 4 PVPYSASINGOKFTSYGPSCMOMNPLGNWDSSLPKAATNSL MQS—--————- KLFQAVLEN

CcLip 5 PVPYRGSINGOSFTAYGPSCMOONPEGTYEENLPKVALDL VMOS——————— KVFQAVLEN

Gce Lip 1 POPFTGSYQGLKANDFSSACMOLDPGNATSLLDKVVGLGKIIPINLRGPLYDMAQGSVSM

* * * * *Kk* *

Cclip1

Cclip2

Cclip3

Cclipéd

Cclip5

Ge Lip 1

CcLip 1

Cclip 2

Cclip3

Cclip 4

CclLip5
Ge Lip 1
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' Cclip1 SVMCHIDMNDGDNTYKGKPLFRAGIMOSCGAMVPSDAYVDGIYGNEIFDLLASNAGCGSAS -
Cc Lip 2 STFVHLVWNDGDNTYNGKPLFRAATMOSGCMVPSDPVDGTYGTETYNOVVASAGCGSAS-
CcLip3 SVLCHLIWNDGINTYKGKPLFRAGIMOSCAMVPSDPVDGTY@NEIYDLFVSSAGCGES
CcLip4 svMCOLLWNDGINTYNGKPLFRAATMOSGAMVPSDEVDGPYCTOIYDOVVASAGCGSAS-
Cclip5 SVLCHLIMNGGDNTYKGKPIFRAGIMOSGAMVPSDPVDGTYGTOIYDTLVASTCCSSAS-
Ge Lip 1 SVAHOLVAYGEDNTYNGKQLFHSATLOSGGPLPYFDSTSVGPESAYSRE AQYAGCDASAG

* B R k Kk * *k

Cc Lip1 --DKLACLRGVSSDILEDATN--NTPGFLAYSSLRLSYLPRPDGVNITOIMYALVREGKY
Cc Lip 2 —-DKLACLRGLSQDILYQATS--DTPGVLAYPSLRISYLPRPDGTFITDIMYALVRDGKY
Cc Lip 3 --DKLACLRSASSDILIDATN--NTFGFLAYSSLRLSYLPRPDGKNITDIMYKLVRDGKY
Cc Lip4 --DKLACIRSISNDKLFQATS--DIPGAIAYPSI RLSFI PRPDGTFITDIMEKI VRDGKC
CclLipb --NKLACLRGLSTQALIDATN--DIPGFLSYTSLRLSYLPRPDGANITDIMYKLVRDGKY
Gce Lip 1 DNETLACLRSKSSDVLHSAQNSYDLKDLFGLLPQFT GFGPRPDGNI T PDAAYELYRSGRY

* ks kok K *® * * kEkkkAn * % w % -v

Cc Lip 1 ANIPVIIGDONDEGTFFGTSSLNVTTDAQAREYFKOSFVHASDAETDIT MIAYPGDITQG
Cc Lip 2 2HVPVITIGDONDEGTLFGLSSLNVITDAQARAYFKOSFIHASDAEIDTLMAAYTSDITOG
Cc Lip 3 ASVPVIIGDONDEGTIFGLSSLNVITNAQARAYFRQSFIHASDAEIDILMAAYPODITOG
Cc Lip4 ANVPVIIGDONDEGTVFALSSLNVITDAQARQYFKESEFIHASDARTDTIMAAYPSDITOG
Cc Lip5 ASVPVIIGDONDEGFLFGLSSINITTEADAFAYT RKSFIHATDADITAL KAAYPSOVIOG
Gce Lip 1 2KVPYITGNQEDEGTILAPVATNATTTPHVKKWLKYICSEASDASLDRVLSLYPGSWSEG

'?f'\‘w'k‘\'**'k 1"*-&- -l-*\ * ¥

Cc Lip 1 SPFDIGILNALTPQFKRISAVLGDLGF TLARRYFLNHYTGGTKY SFLSKQLS-GLPVLGT
Cc Lip 2 SPFDIGIFNATTPOFKRISALI GDLAFTTARRYFINYYQGGTKY SFLSKQLS-GLEVLGT
Cc Lip 3 SPFDIGIFNATITPOFKRISAVI GDLAFTHARRYFLINHFOGGTKYSFLSKQLS-GLPTMET
Cc Lip 4 SPFOIGIFNATITPQFKRIAAVI GDLAFTLPRRYFT NHFQGGTKY SFLSKQLS-GLPVIGT
Cc Lip 5 SPFDTGIINALTPOIKRINAVI GDLTFTLSRRYFINHYTGGPKYSFLSKQLS-GLPILGT
Ge Lip 1 APFRTIGILNALTPQFKRIAATFTDLLFQSPRRVMI NATKOVNRWTYLATQLHNLVPFLGT

*-k kkk ko htkkkokk "r hw ok ko *k * sk % 'k"{‘

é— P4

CcLlip1 FHSNDIVFQDYLLGSGSLIYNNAFTAFATDLDPNTAGLL VKWPEYTSSSQOSGNNLMMINA
Cc Lip 2 FHENDITWODYLVGSGSVIYNNAFIAFANDLDPNKAGLIWINWPTYTSSSQSGINLMOING
Cc Lip 3 FHANDIVWODYLLGSGSVIYNNAFIAFATDLDPNTAGLLVNWPKYTSSSQSGINLMMINA
Cc Lip 4 HANDIWIQDFLVSHSSAVYNNAFTAFANDLDPNKAGLLVNWPKYTSSSQSGNNLLOTNA
Cc Lip 5 FHANDIVIWOHFLI GSGSVIYNNAFTAFATDL DENTAGLSVONPKSTSSSQAGINLMOT SA
Gc Lip 1 FHGSDLLFQYYAGPWSSSAYRRYFTSFANHHDPNVGINLKONIMYTDS——~GREMLOTHM

* * * * * ko kA Fkk * * % * *

Cc Lip 1 LGLYTGKINFRTAGYDALFSNPPSFFV
Cc Lip 2 LGILYTGKDNFRPDAYSAL FSNPPSFEV
Cc Lip 3 LGLYTGKDNFRTAGYDALMINPSSFFV
Cc Lip 4 LGLYTGKDNFRTAGYDALFINPSSFFV
Cc Lip 5 LGLYIGKINFRTAGYNAIFADPSHFFYV
Gc Lip 1 IQSMRIDDFRIEGISNFESDVILFG-

* F* *

Figura 3.6 — Anilhamento mediante o algoritmo de Clustal (Higgings et al., 1988) das estruturas
primarias das lipases de Candida rugosa (Cc lip1-5) e Geofrichum candidum (Gc lip1).
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Na Figura 3.6 os asteriscos marcam os residuos aminoacidicos totalmente
conservados e 0s pontos as substituicoes semi-conservativas. Aparecem
sombreadas as regides consenso eleitas para o desenho dos oligonuclectideos. A
regido consenso correspondente ao centro activo da proteina aparece requadrada. A
direccao das setas indica o sentido em que foram utilizados os oligoucleotideos nas
reaccOes de ampliacéo.

No “desenho” dos oligonucleotideos teve-se ainda em consideracdo a
frequéncia média do uso de coddes em Yarrowia lipolytica. Os oligonucleotideos
centrais foram desenhados proximo do centro ativo englobando uma zona de
maxima homologia.

Realizaram-se reacg¢des de ampliacao por (PCR) utilizando ADN genomico de
Yarrowia lipolytica com as quairo combinagde Uteis possiveis dos oligonucleotideos
referidos. Os produtos da reacgdao de ampliacdo foram analizados mediante
electroforese em geis de agarose. De todas as reaccOes realizadas s6 as
correspondentes as combinagdes dos oligonucleotideos Lip2 e Lip3 deram lugar a
produtos defenidos como se mostra na fotografia da Figura 3.7 as restantes
combinagdes deram lugar a um barrido de fragmentos de diferente tamanho e pouco
abundantes.

Figura 3.7 — Electrofdrese em gel de agarose a 1,5% em TBE 0,5X do produto de ampliacdo por
PCR de ADN gendmico de Yarrowia lipolytica, utilizando conjuntamente os oligonucleotideos
Lip-2 e Lip-3. A) marcador de peso molecuar (A - Hindlll), B) produto de ampliacdo. Os
nimeros na margem esquerda indicam o tamanho molecular em kilobases.
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O produto maioritario em torno dos 270 pares de bases foi isolado pelo
procedimento descrito na secgao 2.8.8 de Materiais e Métodos e clonado no vector
pGem-T (Figura 2.3 de Materiais e Métodos). Na reaccéo de ligagéo utilizou-se a
ADN ligase do fago T4 e com o produto dessa ligagéo transformaram-se células
competentes de E.coli. Apds se ter extraido o ADN plasmidico de alguns destes
transformantes sequenciaram-se os plasmideos que possuiam um enxerto com um
tamanho préximo dos 270 pares de bases.

1 CCC GTT ATG GTT TGG ATT TAC GGC GGC TCC AAT ATT GAG GGC AGT ATC 48
1P A M V W I X G G 5 N g B G S I 16

49 TAC AAC CTC ATC TAT GAG CCC CAG TTC CTG GTG GCA GAG TCG GTG CGA 896
20 Yy N L I ¥y E P g F L VvV A E 8 V R 32

97 CGTA GGC AAG CCG ATT GTG CAC GTG TGT ATC GAG TAC CCGA CTG GGT CTC 144
3B v & K 2 L ¥ B ¥V £ I B ¥ R L G L 48

145 GCCG GGC TTC CTC ACC AAG AAC GGC AAG GGC ARC TGE GGC ACG TGG GAT 192
49 A G F L T K N G XK G N W G T W D 64

193 CAG TAC ACG CGGC TGC CAG TGG GTC AAC CGC CAC ATT CAG GAC TTC GGC 240
T

65 Q ¥ G C Q w Vv N R H i Q D E G 80
241 GGC GAC CCA GAC AGG TGT 258
81 G D P D R & 86

Figura 3.8 — Sequéncia nucleotidica e sequéncia deduzida de aminoacidos do fragmento de
258 pares de bases ampliado por PCR com os oligos Lip-2 e Lip-3 a partir de ADN gendmico de
Yarrowia lipolytica.

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

O anilhamento multiplo (Higgings et a/.,1988) mediante o algoritmo de
CLUSTAL de fragmentos das sequéncias das lipases de C.rugosa e G. candidum e
destes dois fragmentos isolados por PCR mostravam significativa homologia sendo
os dominios mais conservados aqueles a partir dos quais se desenharam os
oligonucleotideos como se pode observar na Figura 3.9.
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Figura 3.9 — Comparacdac mediante o algoritmo de CLUSTAL (Higgings et al, 1988) de
fragmentos de sequéncias de aminoacidos deduzidos das lipases de Candia rugosa (CcLIP1),
Geotrichum candidum (GcLIP2) e dos fragmentos obtidos por PCR, a partir de ADN gendmico
de Yarrowia lipolytica (273 e 258 pares de bases). Os bloccs marcados representam regides de
aminoacidos identicamente conservados entre as quatro sequéncias. A tabela e o dendrograma
refletem a percentagem de homologia e a divergéncia evolutiva entre elas.

O fragmento de 273 pares de bases foi utilizado como sonda para isolar o
gene YILIP1 mediante genotecas parciais de ADN gendmico da estirpe INAG
135668 de Yarrowia lipolytica e clonado no vector pBluescript (Gonzalez, 1997).

Mais tarde o marco de leitura aberta deste gene foi interrompido na estirpe
' donde foi isolado. A interrupg¢éo fez-se por recombinacao homéloga do promotor e
do terminador deste gene sendo o marco de leitura aberta substituido pelo gene
LEU2 dando origem a estirpe FJG1 cujo genotipo se permenoriza na Tabela 2.1 de
Materiais e Métodos (Gonzalez, 1997).

Por seu lado o fragmento de 258 pares de bases serviu de sonda para isolar o
gene YILIP3 de que nos ocuparemos ao longo desta secgao.

E importante referir que a sequéncia de nucleotideos destes fragmentos pode
nao coincidir exactamente com as sequéncias genomicas de Yarrowia lipolytica, pois

o produto de ampliacao por PCR pode conter algum erro proveniente da reaccao de
polimerizagéo da polimerase de Thermus aquaticus.
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3.2.2 — Hibridacao tipo “Southern-blot” das sondas
com ADN genémico de Yarrowia lipolytica

Uma vez que os fragmentos de 258 e 273 pares de bases apresentam uma
grande homologia, como se pode observar na Figura 3.10, torna-se necessaro
confirmar que n&o provém do mesmo gene devido a uma ampliagcdo errénea que
casualmente pudesse ocorrer. Por outro lado para isolar um fragmento de ADN
genomico de Yarrowia lipolytica que inclua um gene é necessario obter um sinal de
hibridacao de ADN gendmico digerido com uma enzima de restricdo cujo tamanho
seja o mais adquado.

258 pb CCCGTTATGGTTTGGATTTACGGCGGCTCCAATATTCGAGGGCAGTATCTACAACCTCATC
273 pb CCCGTTATCGETCTGCGATTTATCGTGGAGCGAAATCTGGCTCGAAATCGETACTGTTTCCGA
bk kkEhhkrdrk Fhkhkdkhkrok *x Ak *ddk * & % * * LR E * &
258 pb TATGAGCCCCACTTCCTG-GTGGCAGAGTCGGTEGCGAGTAGGCAAGCCGATTGTGCACGT
273 pb TCACRACCCCGTTCCTTTCCTCRAAGCACTCCATTGTGGCTCGGAACGACCCGTTCTTCATGT
w* ki kok * % vk * & * kR * * ko K *® *k ok Kk kK
258 pb GTGTATCGAGCTACCGACTCCEGTCTCGCGGGCTTCCTCAC-~------—-CAAGARCGGCAA
273 pb CGATGATCGAGTACCGTCTCAGTGCCTTTGEGTATCTTGCTEGTTCCGGACACRARATGGCAA
i AhkdxhkdhdAdd Kk * & 53 * Kk ok Lo * * & LR S
258 pb S CGCAACTGGGGCACGTGCGATCAGTACACCGGCTGCCAGTEGCGGTCARCCCECCA
273 B CTGCGTTGCCGCAATTGCCCTGCCCCACGACCAATACACAGCCTTGCAATGGATCTCCAAACA
kkkdhkx kEkkkx * k kk kk kkhkx Kk kk ok wkk k* * * ok
258 pby CATTCAGGACTTCGGCGGCGACCCAGACAGGTGT
273 pb TAT-CGTCGAGCTTTGECGECGACCCCGATAACGTT
*x & *k kE FAEkrrkETaokbhkhkh hw & *

Figura 3.10 — Comparacédo mediante o algoritmo de CLUSTAL das sequéncias nucleotidicas
dos fragmentos de 258 e 273 pares de bases. O nucleotideos idénticos aparecem marcados
com um asterisco.

Para satisfazer os objectivos acima referidos digeriu-se ADN gendmico da
estirpe selvagem INAG 135668 de Yarrowia lipolytica e da estirpe com o gene
YILIP1 interrompido (FJG1) com as mesmas enzimas de restricdo. Os produtos
destas digestdes foram separados em electroférese com geis de agarose e o ADN
carregado postivamente transferido a filtros de nylon (seccao 2.10).

Apds pré-hibridagdo os filiros foram hibridados por separado com os
fragmentos de 258 e 273 pares de bases previamente marcadas com (o.*’P) dCTP.
A presenca dos fragmentos que hibridavam especificamente com as sondas foram
visualizadas pela impressao que produziam numa pelicula que se pode observar na
Figura 3.11.
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Figura 3.11 — Hibridacao do tipo “Southern-blet” de ADN gendmico 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 hibridacao diferentes alem disso pode-se
observar que a sonda de 273 pares de bases ndo apresenta sinais de hibridacéo
com qualquer das amostras do ADN digerido da estirpe interrompida com o gene
YILIPT1 (FJG1) engquanto que com a sonda de 258 pares de bases apresenta 0s
mesmos sinais de hibridagao nas digestdes 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 lipolytica se podia encontrar
no fragmento genémico digerido pela enzima Nco | com um sinal de hibridagéo de
cerca de 3.5kb. Além de corresponder a uma banda de hibridac&o Unica, podera ter
um tamanho suficiente para incluir toda a fase de leitura do gene se, o seu tamanho
for semelhante ao do gene YILIP1 (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 | de ADN gendmico de
3.5 kb em E.coli. Para o conseguir podiam desenhar-se duas hipoteses de trabalho:

= Por PCR inversa
= Através de uma genoteca parcial de Yarrowia lipolytica.
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Seguiram-se as duas hipoteses de trabalho simultaneamente realizando as
reaccoes de PCR nos intervalos de tempo permitidos pelas tarefas experimentais da
genoteca parcial de ADN gendmico de Yarrowia lipolytica.

Para ambos os casos purificaram-se os fragmentos de ADN genomico da
estirpe FJG1 resultantes da digestdo com a endonuclease Nco | de tamanho
esperado (seccdo 2.8.8 de Materiais e Métodos).

3.2.3 — PCR inversa com ADN genoémico de Y. lipolytica

Para a PCR inversa os fragmentos de ADN genémico da estirpe FJG1
resultantes da digestdo com a endonuclease Nco |, préviamente purificados, foram
religados com a ADN ligase do fago T4 de modo a obter fragmentos circulares de
ADN gendmico. De seguida realizou-se a PCR utilizando os oligos divergentes Al1 e
Al2 (seccio 1.9) desenhados nos extremos da sequéncia da sonda de 258 pares de
bases.

Os produtos resultantes da reaccdo de ampliagédo foram tratados em
eletroférese com gel de agarose. Na Figura 3.12 esquematiza-se este procedimento
e mostra-se uma fotografia com o resultado da PCR onde se pode observar a
existéncia de uma banda maioritaria de tamanho esperado, cerca de 3.5 kb.

Figura 3.12 — Esquema e gel da electroférese da PCR inversa, com o fragmento de ADN Acol .A
posicdo dos cligonucleotideos Al-1 e Al-2 usados na PCR é aleatéria.
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Resultados

3.2.4 — Construcéo de uma genoteca parcial de ADN de
Yarrowia lipolytica

Na realizacdo da genoteca os fragmentos resultantes da digestdo com a
enzima Nco | préviamente purificados, como descrito, ligaram-se ao vector pGem-T
préviamente digerido com a mesma enzima de restricdo e desfosforilado com
fosfatase alcalina para evitar a sua propria religacao.

Com a mistura desta ligacé@o transformaram-se células competentes de E.coli
DH5«, tendo-se obtido 1200 colonias transformantes. Transferiram-se todos estes
clones a filtros de nitrocelulose onde se deixaram crescer. Posteriormente lisaram-se
e restrearam-se mediante hibridag&o, 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 a colonia usada como
controlo (uma colonia que possuia o vector com a sonda de 258 pares de bases
clonada) como se observa na Figura 3.13. Apds purificacdo dos plasmideos que
cada um dos dois transformantes continha comprovou-se mediante analise com
enzimas de restricao que possuiam o fragmento com o tamanho esperado.
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Figura 3.13 — Fotografia de dois dos filtros utilizados no rastreio da genoteca parcial Ncol de
3.5 kb. Os sinais de hibridacao mais intensos correspondem aos transformantes positivos.

Uma vez conseguidos estes clones positivos decidiu-se proceder a sua
sequécia abandonando o produto obtido por PCR inversa pois o ADN dos
plasmideos procede do genoma da propria levedura enquanto que com a PCR o que
se pode obter &€ sempre uma copia desse mesmo ADN.
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3.2.5 — Determinacéo da sequéncia nucleotidica de YILIP3

Foram sequenciados 3630 pares de bases, que correspodem ao fragmento
Nco |, que incluem o fragmento de 258 pares de bases isolado por PCR e que
: serviu de sonda na minigenoteca.

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

Nas sequéncias que se iam obtendo desenhavam-se por homologia novos
oligonucleotideos que se usavam nas reaccgdes seguintes de sequenciacao e assim
sucessivamente até se conseguir a sequencia completa, que analizada nos
programas “ Edit Seq” e “Map Draw” do paquete informatico DNASTAR, incluia um
total de 3630 pares e bases. Cada sequéncia foi repetida pelo menos duas vezes.
As sequéncia e o sentido de hibridagdo dos oligonucleotideos utilizados nas
reaccdes de sequenciagao representam-se na secio 2.9 de Materiais e Métodos.

Na figura 3.14 representa-se o plasmideo pACLIP3 que possui clonado o
fragmento Nco |-Nco |, este plasmideo foi utilizado nas reacgdes de sequenciacéo
do gene YILIP3 cuja estratégia se representa esquematicamente na Figura 3.15.

Ncol

il

—Clal

pACLIP3
(6.6 kb)

— BssH II

Ncol SnaBI

Fgura 3.14 — Esquema do plasmideo pACLIP3 que possui o gene YILIP3 clonado em Necol.
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Figura 3.15 — Estratégia seguida para a determinagéo da sequéncia nucleotidica do gene YLLIP
3 de 3630 pares de bases. As setas indicam a extensdo e o sentido de leitura das diferentes
experiéncias de sequenciacdo. A seta central, de maior dimens&o, indica a fase de leitura aberta do
referido gene.

3.2.6 — Analise da sequéncia nucleotidica

Depois de se obter a sequéncia completa do fragmento isolado, fez-se uma
pesquisa das possiveis fases de leitura aberta de mais de 100 codbées nas duas
cadeias de ADN, pondo-se em evidéncia uma Unica fase de leitura aberta com
informac&o para codificar uma proteina de 498 aminoacidos com uma massa
molecular estimada de 55 836 Dalton.

Na Figura 3.16 representa-se a estrutura detalhada do fragmento Nco I,
clonado no plasmideo pACLIP3, que possui 3630 pares de bases. A numeragao a
negro esta referida a Adenina do codéo de iniciagdo como nucleotidec nimero 1. A
sequéncia de aminoéacidos deduzida encontra-se representada pelo codigo universal
de uma letra. As regides requadradas correspondem aos oligonucleotideos
utilizados na reaccgéo de ampliagdo. A localizag&o da serina activa da proteina esta
assinalada com um rectangulo sombreado a amarelo. O codéo de “STOP” e os
elementos da sequéncia tripartida de finalizacéo da transcricdo aparecem com letras
negras. Com letra negra em italico representam-se o0s possiveis sinais de
poliadenilagdo.

A sequéncia do gene YILIP3 encontra-se depositada na base de dados do
Laboratorio Europeu de Biologia Molecular “EMBL library”, a qual se pode aceder
com o numero de acesso AJ249751 a partir de 30 de Junho de 2001.
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Figura 3.16 - Fragmento Nco | de 3630 pares de bases de ADN gendmico de Yarrowia lipolytica
gue inclui o marco de ieitura aberto do gene YILIP3.
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o Estudo da regido 5’ nao codificante

Na Figura 3.17 esta representada a sequéncia da regido promotora do gene
YILIP3.

-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 -1486
-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 ARA 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 -11l62
-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 GAAR 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 CAR 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 GAR -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 -352
-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 =180

-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 — Regido promotora do gene YIL/IP3. Os 3 Ultimos nucleotideos corresponde ao codéo
de iniciagédo. Os elementos possivelmente relacionados com o inicio da transcrigdo, assim como as
possiveis caixas TATA aparecem a negro. Em italico aparecem marcados os blocos de pirimidinas. A
amarelo aparecem os elementos de resposta ao acido oleico.

Nas leveduras a sequécia TATA (T/A)(T/A) encontra-se habitualmente entre
as posicdes —-30 e —300 (Guarent, 1984; Ferguson ef al, 1986) e intervem no
reconhecimento pelo factor geral de transcricao TFIID. No entanto tém-se
encontrado genes com esta sequéncia numa posi¢cao mais distante do cod&o de
iniciagdo (Greenblatt, 1991), encontrando-se genes com mdltiplas sequéncias TATA
| (Guarent, 1984; Ferguson et al., 1986). No gene YILIP3, aparece este motivo ou um
motivo similar nas posi¢des -369 e —544. Em Yarrowia lipolytica a transcri¢ao inicia-
se normalmente a partir de um elemento CA, situado entre as posi¢des 26-30 na
direcgdo 3' da caixa TATA (Gallardin et al., 1988; Treton et al., 1992). O gene
YILIP3 apresenta um elevado nimero de dinucleotideos CA marcados a negro na
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Figura 3.15. Alem disso a zona compreendida entre o ATG iniciador e o elemento
TATA apresenta geralmente sequéncias ricas em CT e pobres em G, denominadas
“ blocos de pirimidinas” (Dobson ef al., 1982; Davidow et al., 1987). Na Figura 3.15
podem observar varias sequéncia CT marcadas a italico.

O elemento CAAT aparece na regido 5 ndo codificante dos genes de
Yarrowia lipolytica (Davidow ef al., 1987) e de outras leveduras (Dobson et al., 1982:
Ferguson et al.,, 1886), localizando-se na direc¢do 5 da caixa TATA, na Figura
citada esta marcado com a cor vermelha.

Nas regides promotoras dos genes que codificam enzimas que estédo
relacionadas com o metabolismo dos lipidos encontram-se elementos de resposta
ao acido oleico (“oleate response elements”’, ORE), (Einerhand et al., 1992;
Einerhand ef al, 1995; Rottensteiner et al., 1996) cuja sequéncia consenso de
nucleotideos é: CGG-N(6.13. CCG e que se representam com a cor amarela no
promotor do gene YILIP3. E provavel que alguma destas regiées seja funcional pois
e natural que a expresséao do gene esteja regulada por factores de transcricédo
dependentes da presenca de substratos tipicos da enzima.

Ao realizar uma pesquisa geral de possiveis sitios de unido a factores de
transcrigdo utilizando a base de dados TRANFAC (Wingender et al., 1996;
Wingender et al.,, 1997) com o servidor TESS (“Transcription Elemente Search
Software”) (Wei et al., 1989), registaram-se um total de 27 coincidéncias na regi&o
promotora de gene YILIP3. De todas elas so foi possivel identificar um possivel sitio
de unido a GCN4 que estara relacionado com a activacéo transcricional deste gene.

o Estudo da regido 3’ nao codificante

Muitos genes de microrganismos possuem uma estrutura tripartida
descontinua que se relaciona com o controle dos processos de transcricdo e
poliadenilagao (Henkin, 1996; Osborne et al., 1989; Wilhelm et al., 1996 Zaret et al.,
1982). A sua estruiura consenso € a seguinte: codao de terminacgao regido rica em
T...TAG...TA(T)GT...(regido rica em AIT)...TTT.

Nos varios genes sequenciados de Yarrowia lipolytica as sequéncias
consenso diferenciam-se por ndo aparecerem regides ricas em T e A/T (Gaillardin et
al., 1988; Lopez et al., 1994; Sanchez et al., 1995; Sanchez, 1996; Treton et al.,
1092).

Na regidao 3' nao codificante do gene em estudo encontram-se motivos
consenso de terminacao da transcrigao nas posigoes 1495, 1506 (TGA), 1557,1648
(TAG) e (TTT)T na posicao 1668.

Na posicao 1787 aparece um elemento AATA que podera actuar como sinal
de poliadenilagéo (Oliver et al., 1989).
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Em todo o caso reconhecemos que o terminador deste gene possui poucos
pares de base, & possivel que na sua continuagéo se encontrem outras sequéncias
tipicas da regiao 3’ n&o codificante.

o Anélise da regido codificante

O fragmento de Nco | possui 3630 pares de bases com uma fase de leitura
aberta de 1494 nucleotideos, que codificam uma proteina de 498 aminoécidos.

Esta descrito que em Yarrowia lipolytica (Gaillardin et al., 1988) o tripleto
iniciador podera ser formado pelas sequéncias A(T/C)AATG(A/G), semelhante a
sequéncia (AIY)A(AIY)AATGTCT, comum em S.cerevisiae (Cigan et al., 1987);
Hamilton et al.,, 1987). O nucleotideo de Citosina & pouco frequente (Lopez et al.,
1994; Sanchez, 1996), sendo a base mais conservada a adenina na posicao -3 que
se mantem em 75 % dos genes estudados.

A proporcao de nucleotideos da regido codificante do gene YI/L/P3 é bastante
equilibrada (A,21.58%; C,29.12%,; G,28.52%; T,20.77%) sobressai ligeiramente a
proporgado de Citosina como € caracteristico dos genes de Yarrowia lipolytica
(Davidow, et. al., 1987). No entanto a percentagem A+T & de 42.35%, um pouco
inferior a média descrita para os genes desta levedura, 49.6% (Kurtzman et al.,
1983).

Os genes altamente expressados utilizam uma série restringida de coddes
sinénimos que correspondem aos que sao descodificados pelos tARNs
isoreceptores mais abundantes na ceélula, enquanto que os genes de baixo nivel de
expressao podem utilizar todos os coddes sindnimos alternativos, o que provoca
uma descida da velocidade de tradugdo dos correspondentes mensageiros
(Gonzélez, 1997).

Como se pode ver na Tabela 3.3 os coddes mais utilizados no gene Y/LIP3
sao AAC,AAG,GAC,GAG e GGC. Estes codoes também sido dos mais utilizados nos
outros genes que se expressam para proteinas com actividade lipasica em Yarrowia
lipolytica (Gonzalez, 1997).
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. Resultados

Tabela 3.3 — Utilizag@o de coddes (n) e percentagem relactivamente ao total de coddes (%) do
gene YILIP3.

n % n %
Phe TTT 3 1.6 | Tyr TAT 3 0.6
TTC 13 2.6 TAC 12 2.4
Leu TTA 0 0 -  TAA O 0.0
TTG 8 1.6 -—  TAG 0 0.0
CIT 3 0.6 | Hs CAT 5 i
CTC 17 3.4 CAC 8 1.6
CTA 1 002 | GIn CAA 1 7002
CTG 23 46 CAG 16 3.2
Ile  ATT 7 14 | Asn AAT 6 1.2
ATC 13 26 AAC 27 55
ATA 0 0 |y ARR™ 103
Met ATG 10 2 AAG 31 6.2
‘ Val GIT 5 1 Asp GAT 8 1.6
; GTC 12 2.4 GAC 25 5
GTA 2 04 |Glu GAA 2 04
GTG 20 4 GAG 28 5.6
Ser TCT 7 14 | Cys TGT 2 04
TCC 9 1.8 TGC 6 1.2
TCA 0 0 -  TGA 0 0.0
TCG 6 12 | Trp TGG 10 2
Pro  CCT 6 12 [ Arg "EETTETT0E
CCC 15 3 CGC 3 0.6
CCA 3 0.6 CGA 10 2
ccG 3 0.6 CGG 5 01
Thr ACT 8 1.6 | Ser AGT 3 0.6
ACC 8 1.6 AGC 0O 0.0
ACA 1 0.02 Arg AGA 3 0.6
ACG 4 0.8 AGG 10 7
Ala GCT 4 08 | Gly GGT 6 1.2
GCC 16 3.2 GGC 29 5.82
GCA 3 0.6 GGA 3 0.6
GCG 7 14 GGG 1 0.02
!
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3.3 - CARACTERISTICAS DA PROTEINA YILip3p

3.3.1- Estrutura primaria de YILip3p

A estrutura primaria da proteina codificada pelo gene YILIP3 consta de 498
aminoacidos, dos quais 54 sao basicos (Lisina e Arginina), 63 sédo acidos (Acido
aspartico e Acido glutdmico), 172 sdo hidrofébicos (Alanina, Fenilalanina, Isoleucina,
Leucina , Triptofano e Valina) e 120 sao polares (Asparagina, Cisteina, Glutamina,
Serina, Tirosina, € 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 composigdo em aminoacidos
ndo apresenta nenhuma preferéncia claramente marcada, sendo a Glicina e a
‘ Leucina os aminoacidos mais frequentes tal como na proteina YlILip1p (Gonzalez,
\ 1997), (ver Tabela 3.4).

Tabela 3.4 -Composicdo em aminoacidos das proteinas codificadas pelos genes YILIP3, YILIP1
e YILIP2. “n” indica o numero total de cada aminoacido e % a perceniagem relativamente ao total de
aminoacidos.

YILIP3 | YILIP1 | YILIP2 YILIP3 | YILIP1 | YILIP2

SV LT
i

| Alanina 3 4, .9 | Metionina

Cisteina 8 16 | 7 |14] 10| 3 §Asparagina 33 66 ] 27 | 5612060
Ac. Aspirtico 33 [ 6.6 38 | 7.8 18 | 54 | Prolina 27 | 54§ 24 149 ¢ 19|57
Ac. Glutdimico | 30 | 6 | 31 | 6.4] 12 | 3.6 | Glutamina 17 | 34§18 | 371957
Fenilalanina 21 423 28 |58 17 | 5.1 {Arginina 22 | 44 1 18 | 371 8 | 24
Glicina 39 7.8 0 40 |82 25| 7.5 { Serina 26 | 5.2 | 23 | 472163
Histidina 13 | 26| 17 |35] 12 | 3.6 | Tirosina 15 | 421 21 | 43 13|39
Isoleucina 20 4 30 6.2} 24 | 7.2 | Treonina 21 | 78 | 24 | 49 19| 5.7
Lisina 32 | 64§ 25 |5.1) 13 | 3.9 | Triptofano 10 2 11 | 2313 |09
Leucina 52 1104 37 |7.6] 28 | 8.4 | Valina 39 3 31 | 64 | 27 |8.1

Como se pode ver na Tabela 3.5, estes valores sdo muito semelhantes aos
da proteina YlLip1p (Gonzalez, 1997), mas bastante diferentes dos da YILip2p
(Pignéde et al., 2000), que sao as outras lipases ja isoladas em Yarrowia lipolytica.
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Tabela 3.5 — Caracteristicas fisico-quimicas estimadas das proteinas deduzidas das regides
codificantes dos genes YILIP1, YILIPZ e YILIP3.

Propriedades YILIP3 YILIP1 YILIP2

Massa molecular 55836 55489 36717
N de aminodcidos 498 486 334
Ponto isoelétrico 6.1 4.93 591
CargaapH7 -T.1 -23.4 -7.38

O centro activo da proteina YlLip3p esta localizado entre os residuos 198 e
202, posicao relativa a metionina inicial, semelhante a outras lipases e esterases de
diversos microrganismos. A sua estrutura primaria coincide com o consenso G-X-S-
X-G, descrito como centro activo de lipases (Brady et al., 1990; Brumlik et al., 1996;
Derewenda et al., 1991). Os outros residuos que conformam a triada catalitica
podem localizar-se por comparagao com as sequéncias de outras lipases na posicao
311 residuo acidico que neste caso é de Acido aspartico e o residuo de Histidina
na posicao 409 (ver Figura 3.18).

A proteina codificada pelo gene YIL/P3 apresenta 4 possiveis sitios de N-
glicosilagdo nos residuos de asparagina nas posigdes 9, 193, 384 e 418. As
proteinas codificadas pelos genes LIP1, LIP2, LIP3, LIP4 e LIPS de C.rugosa tém
respectivamente 3, 1, 3, 1, e 2 sitios potenciais de N-glicosilacao, contudo a lipase
YiLip1p possui 2 sitios. Nas proteinas eucarioticas a unido do nucleo
oligossacaridico estabelece-se através de uma ligacdo N-glicosidica com o atomo de
um dos grupos amino de um residuo de Asparagina incluido na sequéncia
tripeptidica Asparagina-X-(Serina/Treonina), em que X pode ser qualquer
aminoacido excepto Prolina (Hubbard et al,, 1981; Murzin et al., 1995). Nas lipases
de C.rugosa o hidrato de carbono unido ao residuo de Asparagina na posigao 351
tem uma grande importancia na estabilizacdo da conformagao aberta (activa) da
proteina (Grochulski et al., 1994). O residuo de Asparagina na posicado 384 de
YILip3p podera desempenhar um papel semelhante.

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

Os 3 ultimos aminoacidos SRL formam uma regido consenso conhecida como
sinal de localizacdo peroxisomal de algumas proteinas. O consenso comum (
Ser/Al)-(Lys/Arg/His)-Leu é conhecido como motivo SKL (Lopez et al., 1996;
Trelease ef al., 1996). Na proteina YlLip1p este sinal encontra-se na posigcédo 387.
No entanto atendendo aos resultados obtidos nos estudos de comparagdo de
actividade lipasica entre as estirpes selvagens e as estirpes interrompidas com os
genes YILIP1 e YILIP3 tanto em meio liquido como em meio solido podemos afirmar
que, de alguma forma estas proteinas s&o excretadas para o meio exterior da célula,
ou pelo menos ficam unidas ao exterior da parede celular o que nos leva a afirmar
ndo possuirem estas proteinas um sinal claro de localizacéo celular ou que
provavelmente utilizam uma via de secregao diferente das descritas habitualmente.
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Resultados

It
1 Met Pro Leu Glu Leu Pro Ser Leu Asn Ala Ser Ile Val Gly Asn Thr Val Gln 18
I P TC WO e |
} 19 Asn Gly Ala Val Glu Gln Phe Leu Asn Ile Arg Tyr Ala Asp Ile Pro Gly Lys 36
| 37 Phe Glu Lys Pro Val Leu Lys Asn Asp Trp Asn Gly Ala Glu Ile Asp Ala Thr 54

55 Lys Val Gly Pro VaI“E§E?Pro Gln Pro Arg Thr Pro Phe Asn Phe Phe Ser val 72

73 Prc Asp Asp Leu Trp Glu Lys Val Asn Val Asp Thr Tyr Gln Asp Gly Leu Leu 90
9;:¢y5¥ﬂsp Asn Leu Ile Val Thr Arg Pro Lys Gly Val Ser Ala Asn Ala Arg Leu 108

][ Pro) The Vall VallTEpl Tleh

TlelGTal Gy, %er Ile Tyr Asn 126

127 Leu Ile Tyr Glu Pré Gln Phe Leu Val Ala Glu Ser Val ArgﬂVal Gly Lys Pro 144

145 Ile Val His Val Cys Ile Glu Tyr Arg Leu Gly Leu Ala Gly Phe Leu Thr Lys 162

163 Asn Gly Lys Gly Asn Trp Gly Thr Trp Asp Gln Tyr'hhr Gly Cys Gln Trp Val| 180
‘ 198

181| Asn Arg His Tle Glﬂ Asp Phe Gly Gly Asp Pro

Val Ala Val His Asn Met Leu Ile Lys Asp Ser Met Asn 216

| 217 Gly Arg Lys Leu Phe Arg Asn Ala Val Met Met Ser GLy Thr Leu Glu Thr Ile 234

\
235 Thr Pro Gln Pro Pr£ Lys Trp His Ala Arg Leu Glu Glu Lys Val Ala Lys Val 252

253| Thr Gly |Lys Gl4 Val Ala Asp Leu Ala Ser Leu Ser Asp Lys Glu Leu Leu Asp 270

271} Ala Gln Ile Lys Leu Asn Val Ala Val |[Cys Met Thr tysghsp Asp Gly Asp Phe 288

——

289 Phe Glu Pro Gly Trp Lys Gln His Leu Thr Pro Asp Trp Leu Asp Lys Leu Ile 306
307 Ile Ser Asp, Cys}t Lys Glu Gly Met Leu Tyr Phe Leu Pro Val Asn Ala Gln 324
325 Asp Asp Glu Glu Leu Leu Ala Lys Val Ala Lys Ser Pro Val Gly Lys Glu Ile 342
343 Ser Glu Leu Tyr Gly Ile Lys Glu Gly Gly Asp Ile 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 Met 378

379 Glu Glu Ala Arg As@gﬁﬁggﬁigsﬁgﬁﬁrhr Ser Arg Val Tyr Arg Leu Ala Val Asp 396

397 Glu Pro Asn Pro His Asn Pro Asp Gln Arg Ala His Eg%ﬂﬁla Val Asp Val Leu 414
415 Tyr Met Phe Asn Ser Thr Lys Phe Asn Glu His Gly Asp Lys Leu Ser Arg Leu 432
433 Phe Gln Ser His Phe Leu Arg Leu Ala Tyr Gly Leu Glu Pro Trp Asp His Arg 450
451 Asn Phe Gly Val Tyr Arg Asn Gly Gly Tyr Gln Gln Leu Pro Leu Ser Glu Leu 468
469 Asn Lys Val Arg Pro Val Glu Arg Tyr Glu Ala Leu Ser Lys Met Asp Phe Gly 486

487 Gln Val Gly Arg Leu Ser Asn Ala Leu 498

Figura 3.18 — Sequéncia deduzida de amincdcidos da proteina cedificada pelc gene YILIP3.
Relactivamente a estrutura secundaria da proteina, aparecem marcadas com reguadros
vermelhos as sequéncias das conformagdes de hélice o e com requadros cor do ouro as
conformacoes extendidas tipo folha pregueada p.
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Os perfis hidropaticos, segundo o algoritmo de Kyte e Doolitle, (Kyte et al., 1982)
das proteinas com actividade lipasica em Yarrowia lipolytica estao representados
na Figura 3.19.
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Figura 3.19 — Representacdo grafica dos perfis hidropaticos das proteinas com actividade
lipdsica em Yarrowia lipolytica: YlLip3p, YiLipip e YILip2p.

Geralmente as proteinas cujo destino final na célula é o reticulo
endoplasmatico possuem uma sequéncia sinal no extremo amino terminal com
caracteristicas marcadamente hidrofobicas. Quer as previsoes deste algoritmo quer
as do algoritmo de von Heijne (Heijne, 1983; Guarent,1984), para as proteinas
YILip1p e YILip3p indicam que estas proteinas nao inclui uma sequécia sinal que
implique a entrada destas proteinas no reticulo endoplasmatico (Larriba, 1993). Por
exemplo as lipases codificadas pelos genes de C.rugosa possuem um sitio de
processamento mediante peptidase sinal cuja estrura primaria (Ala-Ala-Ala-Pro) esta
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completamente conservada. Pode observar-se também na figura que o centro activo
destas duas proteinas bem como a regido que os antecede possuem as mesmas
caracteristicas hidropaticas.

A sequéncia da proteina YILip3p possui ainda, 5 sitios de fosforilacao,
pela proteina kinase C, nas posi¢ces 138, 253, 264, 387 e 419; 7 sitios de
fosforilac@o pela caseina kinase Il nas posigoes 71, 84, 118, 253, 262, 282 e 481 ¢
um sitio de amidacao na posi¢ao 216.

3.3.2 — Homologias de YILip3p

A comparacgéao da estrutura primaria da proteina codificada pelo gene YILIP3,
utilizando o algoritmo de FASTA, com as sequéncias de proteinas depositadas no
banco de dados SWISS-PROT (EMBL) permitiu estabelecer homologias com 50
lipases e esterases de varios organismos principalmente leveduras.

A extensao dessa homologia com algumas lipases pode ser observado na
Tabela 3.6. Como se esperava verifica-se uma grande homologia com a proteina
codificada pelo gene YILIP1 constatando-se também uma elevada homologia com
as lipases de G.candidum e de C.rugosa..

Tabela 3.6 — Comparacao da sequéncia de YILip3p com sequéncias da base de dados SWISS-
PROT mediante o algoritmo FASTA.

Caodigo de

Nome na base de dados Nimero de Extensio da

identificacao aminoacidos homologia
Lipl  YARLI lipase | precursor 486 29% em 480
SASB_ANAPL {FATTY ACYL-COA H 557 26% em 485
LIP4_CANRU lipase 4 precursor 549 32% em 355
LIP5_CANRU lipase 5 precursor 549 32% em 375
LIP3_CANRU lipase 3 precursor 549 36% em 286
000882 lipase 544 26% em 543
000890 lipase 544 34% em 251
P79066 lipase 1 precursor 563 34% em 251
LIP2_GEOCN lipase 2 precursor 563 35% em 253

Na Figura 3.20 & estabelecida mediante o algoritmo de CLUSTAL uma
comparacao multipla de sequéncias de aminodacidos entre lipases de Y. /ipolytica e
lipases de microrganismos evolutivamente proximos desta levedura. Destas
comparacées pode concluir-se que YILip3p compartilha com as outras proteinas
com actividade lipasica as caracteristicas fundamentais da estrutura primaria
relacionadas com as dominios que conferem actividade enzimatica como sejam a
serina activa o espago oxianionica e o residuo acidico, que se destacam na Tabela
3.7.
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Os residuos de cisteina que formam as pontes dissulfito encontram-se na
lipase 1 de G.candidum nas posigdes (Cys g1/ Cysigs € Cys 276/Cys 288) estando
conservadas em todas as lipases de G. Candidum. Em YlLip1p sé aparecem
conservados os residuos da primeira ponte de enxofre (Cyss:i/Cysg,). Na proteina
YiLip3p as pontes dissulfuradas localizam-se nas posicoes (Cyss9/Cysgr €
Cys1s3/Cys 310). E sabido que a primeira destas pontes em C.rugosa intervem no
encaixe da "tampa” do centro activo a proteina (Grochulski et al., 1994).
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. Figura 3.20 — Comparagao multipla das sequéncias de aminoacidos de varias lipases de
| microrganismos relacionados com Yarrowia lipolytica. YlLip1, YILip2 e YILip3 lipases de
| Y.lipolytica; GCL1 e GCL2 lipases de G.candidum (Shimada et al., 1989; Shimada et al., 1830) ;
. CRL1 e CRL2 lipases de C.rugosa (Longhi et al, 1992; Lotii et al,, 1993). Os blocos a negro marcam
os residuos idénticos. Os residuos sobre fundo branco correspondem a substituicées conservativas.
A esquerda de cada sequéncia aparece o nimero de ordem de cada resfduo na estrutura primaria da
proteina codificada.
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Outro dominio altamente conservado em todas as lipases encontra-se nas
posigoes 140 e 160. As caracteristicas deste dominio fazem pensar numa possivel
implicagédo na interaccdo com as interfaces lipidicas pois mantém as posicoes
relativas e caracteristicas fisico-quimicas de aminoacidos fundamentais no
funcionamento do centro activo (Gonzalez, 1997).

Tabela 3.7 - Comparacédo das sequéncias de aminoacidos entorno ao centro activo em lipases
e esterases de diversos microrganismos.

Serina Activa Espaco Oxianionico Residuo

Rhizomucor miehei
Rhizopus delemar AHPTY
Rhizopus niveus AMPTY
Penicilium camembertii | QNPNY
Geotrichum candidum (1)| GGDPD
Candida rugosa (1) GEPT
Candida rugosa (2) GDES
Yarrowia lipolytica(l) | GDP3S
Yarrowia lipolytica (3) | GZE

Mmoo W
5

RAEBBREER

Os aminocacidos marcados a negro correspondem a aminoacidos idénticos, os marcados a cinzento
correspondem a substituicdes semiconservativas.

Nas posi¢coes 179 a 191 de YILIP3 precisamente na regido que antecede o
centro activo da proteina encontra-se uma sequéncia muito conservada com
excepcgao do residuo 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 proteina YlLip1p (172-
184) ( Anthonsen et al., 1995). Este motivo parece ter importancia na formacao da
volta inicial que antecede a folha fna qual se encontra o centro activo. Esta
substituicdo do residuo de Asparagina também aparece na proteina YlLip1p
podendo ser uma caracteristica deste tipo de lipases de Yarrowia lipolytica.

Percentagem de Homologia

5 | 1 | 2 |3 |4 15 |6 |7

% 1 (M| 66 |64 |75 |72 |74 |72 | 1 | CRL1

g| 2 208 B 73 |68 (72 |47 |69 | 2 | CRL2

a| 3 |57.4 |58.3 |MIe35 {84 |78 |72 | 3 | GCL1

S| 4 |[57.9 |59.1 [16.5 || 84 |84 |75 | 4 | GeL2

E 1 5 |76.0 |74.6 [72.0 [70.9 || 60 |6.9 | 5 YILIP3
| 6 |786 [78.3 |79.5 [80.2 |79.4 || 75 | 6 | YILIP1
§ 7 |83.4 |85.9 |88.5 |87.5 |89.9 |76.4 | 7 YILIP2
= 1 2 13 |45 |6 |7

.

Figura 3.21 — Percentagem de homologia e percentagem de divergéncia entre lipases de Y.
lipolytica e lipase de microrganismos relacionados com esta levedura. YILip1 ,YILip2 e YILip3
lipases de Y.lipolyfica; GCL1 e GCL2 lipases de G.candidum (Shimada et al.,, 198%; Shimada et al.,
1990); CRL1 e CRL2 lipases de C. rugosa (Longhi et al., 1992; Lotti ef al., 1993).
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A homologia entre as proteinas com actividade lipasica de Yarrowia lipolytica
e entre estas e as lipases de outros microrganismos evolutivamente proximos
também pode ser avaliada na Figura 3.21. Esta homologia é suficiente para
estabelecer uma estreita relagdo estre elas. Provavelmente possuem uma
ascendéncia comum, conservando as regides que conferem actividade enzimatica
comao o cenfro activo e o sistema de activacao interfacial. As distancias evolutivas
entre estas lipases podem ser observada na arvore filogenetica da Figura 3.22. Das
lipases de Yarrowia lipolytica, YlLip2p € a que se encontra mais afastada desta
escala evolutiva sendo YlLip3p a que se encontra mais proxima das lipases dos
outros microrganismos, também se pode observar uma grande aproximagéo entre
as lipases YlLip1p e YILip3p de Yarrowia lipolytica.

§ CRLI
. CRE2

YILIP3

1 YILIP]

41K YILIP2
413 i i | i i i 1 ] 1
0 3 30 25 20 15 10 5 0

Figura 3.22 — Dendrograma das distancias evolutivas enire as lipases de Y. lipolyfica e as
lipases de microrganismos relacionados. YiLip1, YiLip2p e YILip3 lipases de Y.lipolytica; GCL1 e
GCL2 lipases de G.candidum (Shimada et al., 1989; Shimada et al., 1990); CRL1 e CRL2 lipases de
C rugosa (Longhi et al., 1992; Lotti ef al., 1993).

Um dominio altamente conservado que possuem as proteinas com actividade
lipasica & a tampa ou “lid", que participa na activagao interfacial da proteina. A
identificacdo deste dominio s6 & possivel através de estudos cristalograficos da
proteina mediante difrac¢do de raios X, em presenca de inibidores que bloquem o
centro activo numa determinada conformacgao.

Alguns autores (Svendsen, 1994) referem como regiao homologa a tampa, da
lipase de Mucor miehei o dominio altamente conservado em todas as lipases de
leveduras que esta presente também nas proteinas YlLip1p e Yllip3p de Yarrowia
lipolytica nas posicdes 132 e 144 respectivamente e que se detalha na Figura 3.23.
Contudo, a regido homologa proposta para C.rugosa e G.candidum (Holmquist ef
al., 1993) e que também se detalha na Figura 3.23, ndo coincide com o dominio que
apos estudos cristalograficos foi proposto como tampa do centro activo destas duas
leveduras (Gradillas et al., 1996; Schrader ef al.,, 1996). No entanto certas
caracteristicas deste dominio fazem pensar numa possivel implicagcdo na interacgédo
com interfaces lipidicas uma vez que mantém as posigdes relativas e caracteristicas
fisico-quimicas de alguns aminoacidos fundamentais no funcionamento da tampa do
centro activo como, por exemplo, a existéncia de residuos hidrofébicos volumosos.
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144 YLLIP3
132 YILIP1
163 CrL1
162 CrL2
163 CrL3
163 CrlL4
163 CrlL3
175 Gel.1
175 GeL2
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Figura 3.23 — Alinhamento de um dominio altamente conservado em varias lipases flungicas.
(YILip1 e YILip3: Y.lipolytica; CrL1 a CrL5: C.rugosa; GelL1, Gel2, TFAB260 e GgECLR: género
Geotricum). As substituicdes conservativas aparecem a cinzento. O nimerec da primeira coluna indica
a posicdo desde a metionina inicial em cada lipase. Sobre fundo negro encontram-se os residuos
totalmente conservados. A seta assinala o alinhamente de um residuo volumoso.

3.3.3—Elucidacao das estruturas tridimensionais de YILip3p

As pontes dissulfureto que se estabelecem entre os residuos de Cisteina nas
posicoes 59/91 e 188/310, da proteina YlLip3p, estéo altamente conservados na
familia das lipases e das esterases. Sabe-se que estas pontes originam a formacéo
do lago a nivel da estrutura terciaria da proteina com uma importancia fundamental
na unido da enzima ao substrato (Cygler et al., 1993) e que estabelece o encaixe da
capa a superficie da proteina.

A previsao teorica da estrutura tridimensional das proteinas & possivel hoje
em dia através de sistemas automaticos de comparagao de dados que possibilitam
este tipo de calculos (Plou et al.,, 1996; Pobjecky et al., 1990). Os resultados sao
fiaveis em funcéo do grau de homologia da sequéncia de aminoacidos da proteina a
analisar com outras proteinas cuja estrutura foi analizada previamente por difracgao
de Raios X e que se encontra representada na base de dados (“Protein Date Bank”,
Brookhaven National Labortory).

Recentemente tem aumentado o nimero de lipases e esterases cristalizadas
cujos dados de andlise por difracgdo de Raios X aparecem nesta base de dados.
Comparando a estrutura primaria da proteina YlLip3p com proteinas da base de
dados encontra-se uma regido muito conservada de maxima homologia
principalmente com lipases e esterases de outras leveduras. Através de
SWISS _MODEL (Automated Protein Modelling Server) foi possivel estabelecer
homologia com proteinas com a seguinte referéncia na base de dados: 1CLEA
(lipase), 1CLEB (lipase), 1TCO0A (Thermophilic pNB esterase), 1QE8 (PNB esterase
56C8) e 1MAH (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 sequéncias destas proteinas permitiu ao sistema elaborar uma
estrutura tridimencional para a proteina YlLip3p a partir de um total de 190
aminoacidos desde uma Asparagina na posi¢do 93 até uma Cisteina na posigéo
283.

Figura 3.24 — Comparagdo das estruturas tridimensionais de regides correspondenies ao
centro activo e & capa de lipases: YILip1 e YiLip3 lipases 1 e 3 de Yarrowia lipolytica e CRL1

lipase 1 de Candida rugosa.
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Na Figura 3.24 podem ser observadas a posigao relativa de alguns dos
aminoacidos mais representativos entre os 190 utilizados nesta previsdo. Observa-
se claramente a serina do centro activo localizada no motivo estrutural (-eSer-a e
relativamente préximo o motivo altamente conservado descrito na Figura 3.23. Para
permitir a comparag@o com a estrutura tridimencional da proteina YlLip3p as
estruturas mostram-se desde 0 mesmo angulo e assinalam-se os mesmos residuos
conservados o centro activo (serina) e outros residuos pertencentes ao bioco de
homologia importante. Os numeros correspondentes a cada residuo s&do os que
aparecem na base de dados PDB (“Protein Date Bank®, Brookhaven National
Laboratory). No caso da proteina YILip3p a numeracéo corresponde a da estrutura
proposta neste trabalho. As estruturas onduladas representam as regides com
conformacédo de folha e as espirais representam as conformacdes de hélice a. As
zonas das dobras ou “loop” aparecem representadas como elementos tubulares.

A representacéo das estrutura tridimensionais das proteinas YlLiplp e
YlLip3p foram realizada a partir dos dados experimentais de difrac¢do de Raios X,
utifizando o programa Molview (Smith, 1995).

3.3.4- Classificacao geral da proteina YILIP3p

Como conclusao da analise comparativa das estruturas primaria, secundaria e
terciaria da proteina codificada pelo gene Y/L/P3 esta proteina poderia classificar-se
como uma lipase flingica do tipo carboxilesterase/ lipase do tipo B.

Esta classificacao foi adoptada pelo Laboratorio Europeu de Biologia
Molecular (EMBL), gue a registou nas suas bases de dados com entrada através de
um numero do acesso AJ 249571 com o qual se pode aceder a partir de 30 de
Junho de 2001.

Nesta subclasse encontram-se varias lipases de Geotrichum candidum e
Candida rugosa , assim, como a lipase YlLip1p de Yarrowia lipolytica.

Trata-se de um grupo de o/B hidrolases com uma estrutura secundaria

semelhante em que alternam mais ou menos uniformemente dominios em
conformacéo de folha pregueada  com outros de hélice a.
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3.4 - INTERRUPCAO DO GENE YILIP3

A fim de determinar a importancia do gene Y/LIP3 na levedura Yarrowia
lipolytica e caracterizar o tipo de actividade da proteina para que se expressa
interrompeu-se o marco de leitura aberta deste gene.

Para a sua interrupgéo construimos o plasmideo que contém este gene com a
fase de leitura aberta deleccionada (4lip3) e a “cassette” de URA3 que servira de
marcador de selecgao.

Para isso digeriu-se o plasmideo pACLIP3 (Figura 3.14) com as enzimas de
restricdo Sal |l e BssH |l que cortam respectivamente nas posicoes 3026 e 1669 do
enxerto de 3630 pares de bases que corresponde ao gene Y/L/P3. Com a enzima
Sal | foi necessario fazer digestdes parciais pois esta enzima também corta noutras
posicoes do plasmideo. Os produtos destas digestbes foram tratados em
electroforese com geis de agarose sendo a banda de interesse cortada e purificada
pelo procedimento descrito na seccao 2.8.8 dos Materiais e Métodos. Esta banda
de 5273 pares de bases, apos sofrer um tratamento com a enzima S1, para
transformar os extremos coesivos em extremos cegos, ja gue os extremos
resultantes das digestdes de Sal | e BssH Il ndo sdo compativeis, foi religada com a
enzima T4 DNA ligase.

Com o produto desta ligagéo transformaram-se células competentes de E.coli
(DH5¢). Depois de terem sido crescidas em 2xYT, extraiu-se o ADN plasmidico que
foi observado em electroférese com geis de agarose. A selecgdo do pasmideo com
a fase de leitura aberta interrompida (pALTZ2) foi realizada mediante estudos de
analise de restricdo com as enzimas adquedas cujo posicdo sequéncia de
reconhecimento era conhecida. Seguindo o0 mesmo procedimento integrou-se neste
plasmideo, previamente desfosforilado para evitar a sua propria religacéo, o gene
URA3 no sitio de corte da enzima de restricdo Sal /, obtendo-se um novo plasmideo
que designamos por pALT3. Na Figura seguinte representa-se esquematicamente
todo este precesso.

Na técnica de interrupcao designada por “pop out” ocorre uma primeira
recombinagc&do com um sobrecruzamento simples ao nivel da enzima com que se
lineariza a “cassette” de interrupcéo. Desta forma fica integrada num ponto do gene
a interromper o gene URA3 e a versao delecionada desse mesmo gene integrada na
“‘cassette”; neste primeiro passo a eficiéncia da integragéo & muito maior do que no
processo de reemplacamento, uma vez que so € necessario um sobrecruzamento.
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Figura 3.25 —-Esquema representativo da formagdo da “cassetie” utilizada para interromper o

gene YILIP3.
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No passo seguinte os transformantes URA" sao crescidos em meio rico e de
seguida num meio minimo suplementado com 5 FOA, de forma que se
selecionaram os transformantes que perderam o gene URA3. Uma vez que este
gene fica flanquado por sequéncias homoélogas do gene a interromper, a perda de
URA3 acontece geralmente por recombinacdo entre estas sequéncias. Assim
segundo se processe a recombinagao numa ou noutra zona desaparece a copia
delecionada do gene ou a copia genémica. Esta técnica permite assim interromper
diferentes genes sem perder marcadores, uma vez que a estirpe interrompida
continua a ser auxotrofica para o uracilo. Alem disso permite a integracédo da
primeira copia do gene delecionado apesar da interrupgao do gene resultar letal. O
fenotipo da interrupcéo apenas se verifica no segundo passo da recombinacéo.

Com plasmideo pALT3, linearizado com a enzima SnaB/, que possui um
Unico sitio de corte, para favorecer a integracédo, transformaram-se células de Y.
lipolytica (a estirpe selvagem INAG 135668 e a estirpe ja deleccionada com o gene
YILIP1 estirpe FJG1) tendo-se comprovado ser a estirpe selvagem a mais dificil de
transformar. A integracéo comprovou-se analisando os transformantes que cresciam
em meio minimo (MM) sem uracilo e com “Southern”, utilizando como sondas
fragmentos do promotor do gene YILIP3 e do gene URAS.

Os transformantes com o plasmideo correctamente integrado cresceram em

meio minimo (MM) com 5" FOA, comprovando-se a recombinacédo Ura” com
“Southern” utilizando como sondas fragmentos do promotor € uma sonda interna
(da ORF), do gene YIL/IP3, digerindo previamente o DNA gendmico dos
transformantes com a enzima de restricdo Nco |. Em todos os “Southern” realizados
foi sempre utilizado como controle ADN gendmico da estirpe selvagem INAG
135668 e da estirpe ja deleccionada com o gene Y/L/P1 estirpe (FJG1) digerido
com a mesma enzima de restricdo que se utilizava na analise com o ADN genomico
dos transformantes.

O esquema da Figura 3.26 representa a metodologia utilizada para
interromper o gene YIL/IP3 podendo-se observar como podem ocorrer os processos
de integracéo e recombinagéo acima descritos.

Em todos os casos procedeu-se sempre a comprovagao das auxotrofias dos
transformantes obtidos por crescimento em meios minimos sem o(s) aminoacido(s)
utilizados para a analise tanto no processo de integragdo como de recombinacéo.
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Figura 3.26 - Esquema representativo da interrupgéo do gene YIL/IP3.
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Nos “Southern-blot" da hibridagdo do ADN genémico da estirpe selvagem
INAG 135668 e da estirpe ja deleccionada com o gene Y/LIP1 (FJG1), digerido com
a enzima Nco | esperava-se quer com a sonda do promotor quer com a sonda
interna (da ORF) uma banda de 3630 pares de bases ja que corresponde ao
tamanho do gene Y/LIP3 sem interromper tal como se observa nas linhas 1 e 4 de
A) e B) na Figura 3.27.

Apods o processo de integracao 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 a
hibridacdo 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 nao possui o fragmento de que se obteve a sonda
interna, 2 e 5 B) da mesma Figura.

Da hibridacao da sonda do promotor com o ADN genomico dos
transformantes obtidos apds o processo de recombinacdo deveria visualizar-se
apenas a banda de 2300 pares de bases correspondente ao gene YILIP3
interrompido com o fragmento da digestao BssH 1l/Sal |, linhas 3 e 6 A), concluindo-
se a efectividade da interrupcéo se esse mesmo ADN genomico hibridado com a
sonda interna ndo apresenta-se qualquer sinal de hibridagao linhas 3 e 6 B) da
Figura seguinte. Foram realizados ainda outros “Southern™ utilizando digestées com
outras enzimas de restricao e utilizando outras sondas de ADN como por exemplo
sondas de URA3. Apods esta analise genética pode-se concluir que o gene YIL/IP3
esta interrompido tanto na estirpe selvagem INAG 135668 como na estirpe que ja
tinha sido deleccionada com o gene YI/L/P1 estirpe(FJG1) de Yarrowia lipolytica.

Da interrupgao do gene Y/L/IP3 na estirpe selvagem, (INAG135668), de Y.
lipolytica foi obtida a estirpe que se designou por ABC1, a interrupgao do gene
YILIP3 na estirpe que ja possuia o gene Y/L/IP1 interrompido estirpe (FJG1), originou
a estirpe designada ABC2.
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Figura 3.27 — Southern da interrupgdo do gene YILIP3: (A) utilizando como sonda um
fragmento do promotor do gene Y/ILIP3 e (B) utilizando comao sonda um fragmento da “ORF” do
gene YILIF3; 1-Estirpe selvagem; 2-Estipe selvagem com a “cassete integrada; 3- Estirpe ABC1
(Alip3); 4- Estirpe FJG1 (4 /ip7); 5- Estirpe FJG1 (Alip1) com a “cassete” integrada, 6 — Estirpe
ABC2 (Alip1. Alip3).
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3.4.1 — Caracterizacao fenotipica das estirpes mutadas

As alteragdes que as interrupgdes dos genes YILIP1 e YILIP3 originaram nas
estirpes mutadas foram analizadas atraves de estudos de actividade lipasica em
células inteiras utilizando meios solidos e liquidos e em diferentes frac¢des celulares
com diferentes substratos em meio liquido.

3.4.1.1- Da estirpe FJG1 (Alip7)

Muitas destas actividades foram realizadas com a estirpe selvagem e com a
estirpe delecionada com o gene YIL/P1 enquanto se isolava e interrompia o gene
YILIP3. Mais tarde quando se interrompeu o gene Y/LIP3 estas estirpes foram
novamente utilizadas para se poder comparar a sua actividade com as das estirpes
resultantes da interrupcao deste gene.

Como se descreveu no capitulo de Introdug¢ao (seccao 1.3.4) Yarrowia
lipolytica possui varias 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 lipidicos como tambem se pode concluir nos estudos de
padronizac&o de actividade lipasica realizados com a estirpe selvagem e descritos
na primeira seccéo deste capitulo.

a) Actividade lipasica em células inteiras
e Estudos em meio sélido

Em meios Glucose-Agar-Tributirina com diferentes concentragtes de
glucose foram semeados 10 uL de suspensdes celulares com uma quantidade de
107 células das estirpes selvagem e da estirpe com o gene Y/LIP1 interrompido
FJG1 (Alip1). Apos crescimento a 28 °C observaram-se o aspecto das colonias e
mediram-se os halos resultantes da actividade enzimatica e da colonia.

Procurou-se também obter este tipo de resultados em meios solidos com
azeite em vez de tributirina, no entanto, ndo se conseguiu obter uma emulséo
suficientemente opaca para se poder diferenciar os halos do meio de cultura, por
isso esta opcgéao foi abandonada.

Como se pode observar na Figura 3.28, a estirpe interrompida com o gene
YILIP1 (FJG1) apresenta sempre menor actividade que a estirpe selvagem o que
prova que o gene Y/L/P1 codifica para uma verdadeira lipase. Nas duas estirpes a
actividade diminui com o aumento da concentracédo de glucose no meio de cultura,
por isso, também se pode concluir que a expressao das restante(s) lipase(s) que
todavia permanecem na levedura, parece estar controlada de alguma forma pela
concentracédo de glucose.
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Figura 3.28 — Actividade lipasica da estirpe selvagem e da estirpe deleccionada com a gene
YILIP1 em meios sélidos com diferentes concentragdes de glucose. A direita representam-se os
halos produzidos por ambas as estirpes crecidas num meio Agar-Glucose-Tributirina e & esquerda
os gréficos da relagdo diametro ao quadrado do halo/didmetro ao quadrado da colénia.

* Estudos em meio liquido

As diferencas de actividade observadas em meio sdlido também foram
detectadas em meio liquido. A estirpe selvagem e a estirpe Aljp7 foram crescidas em
iguais condigdes nos meios MM-Glucose e MM-Azeite descritos na secgéo 2.2.4 de
Materiais e Métodos. Em diferentes tempos de crescimento foram recolhidas
amostras para medir actividade lipasica. Como se pode observar na Figura 3.29, que
traduz os resultados dessas medicbes em técnica titrimeétrica 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 sao significativamente maiores, registando-se
também uma diferenga de actividade significativa entre as duas estirpes, o que
confirma que o gene interrompido codifica realmente para uma proteina com
actividade lipasica.
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Figura 3.29 — Actividades enzimaticas com o substrato tributirina de células das estirpes de
Yarrowia lipolytica: Selvagem crescida em MM-Glucose () e em MM-Azeite (¢); e de células da
estirpe FJG1 (A Lip1 ) crescida em MM-Glucose (O) e em MM-Azeite (0).

Das actividades medidas com azeite (SLS) em células das duas estirpes apos
32 horas de crescimento nos meios de MM-Glucose e MM-Azeite e com a técnica
titrimétrica, registadas na Tabela 3.8, pode observar-se uma diminuigéo de 80% de
actividade lipasica na estirpe interrompida pelo gene Y/LIP1 confirmando-se de uma
forma quantitativa a importancia deste gene na actividade lipasica da estirpe
selvagem.
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Tabela 3.8 — Actividades lipasicas em células das estirpes selvagem e da estirpe interrompida
com o gene YILIP1 FJG1 (ALip1) de Yarrowia lipolytica com o substrato sigma lipase
substrate (SLS).

ESTIRPE MEIODE TEMPO A especifica Act. %

CULTURA (Horas) (umol/min/10"cél) Relativa [nterrompida

INAG 135668 | MM-glucosa 32 9.8
FJG1(Alip1)| MM-Glucose 32 1

INAG 135668 | MM-Azeite 32 142 100 0.0
FJG1(Alip1)| MM-Azeite 32 28.8 20 80

b) Actividade lipasica em fraccoes celulares

e Estudos em meio liquido

Esta diferenca de actividade também foi detectada em fracgoes celulares
destas duas estirpes, em crescimentos MM-Azeite utilizando neste caso tributirina
como substrato e a tecnica de pH-stat, como se pode observar nos valores
registados na Tabela 3.9. Nestas fraccées e em crescimentos em MM-Glucose as
actividades ou foram muito residuais ou ndo foram registadas.

Da analise destes resultados verifica-se que em ambas as estirpes a maior
actividade & registada no sobrenadante de crescimento. Nesta fraccdo celular a
diminuicao da actividade por interrupcao do gene YIL/IP1 atinge valores de 78%
para tempos mais avangados de crescimento até valores de 90% na fase
exponencial desse mesmo crescimento. Esta diminuicdo da percentagem de
actividade interrompida nos tempos mais avangados do crescimento celular também
se verifica em paredes celulares, sendo esta tendéncia invertida na fracgéo
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 e verificada uma grande diminuicao de
actividade enzimatica na estirpe interrompida com este gene.

Analisando os resultados de todas estas experiéncias pode-se concluir que a
interrupcado do gene Y/L/P71 provocou uma descida de actividade superior a 70% em
tempos longos de crescimento comparativamente com a estirpe selvagem, em
crescimentos com azeite € em medicdes de actividade com os substratos tributirina
e sigma lipase subfrate, no entanto parece manter-se na estirpe interrompida uma
actividade incrementada em crescimentos com azeite.
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Tabela 3.9 — Actividades lipasicas em exiratos celulares da estirpe selvagem e da estirpe
interrompida com o gene YILIP1 (Alip1) de Yarrowia lipolytica com o substrato tributirina.

ESTIRPE MEIO D TEMPO Act.
CULTURA (Horas)

%
(vmol/min/mg.prot.) Relativa [nterrompida

Selvagem MM-Azeite 11 42 100 0.0
(INAG135668)
Selvagem MM-Azeite 24 15 100 0.0
(INAG135668)
Selvagem MM-Azeite 32 13 100 0.0
(INAG135668)
Selvagem MM-Azeite 38 12.5 100 0.0
(INAG135668)
FJG1 (alip1) | MM-Azeite 11 0.43 10 %0
FJG1 (alipt) | MM-Azeite | 24 0.88 15 85
FJG1 (alip1) | MM-Azeite 32 1.7 33 67
FJG1 (atip1) | MM-Azeite 38 1.1 22 78

MEIODE TEMPO A especifica  Act. A

CULTURA (Horas) (umol/min/mg:prot) Relativa Interrompida

Selvagem MM-Azeite 11 0.89 100 0.0
(INAG135668)

Selvagem MM-Azeite 24 5.9 100 0.0
(INAG135668)

Selvagem MM-Azeite 32 9.3 100 0.0
(INAG135668)

FJG1 (alip1) | MM-Azeite 11 0.29 33 67
FJG1 (alip1) | MM-Azeite 24 0.72 14 86
FJG1 (alip1) | MM-Azeite 32 1.32 14 86

S MEIODE TEMPO  A.especifica Act. %
CULTURA (Horas) (umol/min/mg.prot) Relativa !nterrompida

Selvagem | MM-Azeite | 11 0.5 100 0.0
(INAG135668)
Selvagem | MM-Azeite | 24 35 100 0.0
(INAG135668)
Selvagem MM-Azeite o 3.9 100 0.0
(INAG135668)
FJG1 (alip1) | MM-Azeite 11 0.095 19 81
FJG1 (Alip1) | MM-Azeite 24 0.95 27 73
FJG1 (alip1) | MM-Azeite 32 0.99 25 75
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3.4.1.2- Das estirpes ABC1 (Alip 3) e ABC2 (Alip1.Alip3)

Depois de se ter comprovado por andlise genética a interrupcdo do gene
YILIP3 na estirpe selvagem INAG135668 e na estirpe interrompida com o gene
YILIP1 (INAG135668 Alip1) procedeu-se a determinacdo das actividades
enzimaticas das estirpes resultantes destas interrupgcdes. Da interrupgéo da estirpe
selvagem resultou a estirpe ABC1 (Alip3) e da interrupgéo da estirpe interrompida
com o gene YILIP1 (FJG1) resultou a estirpe ABC2 (Alip 1.Alip3).

a) Actividade lipasica em células inteiras
* Estudos em meio sélido

Nestas andlises dos fenotipos das estirpes mutadas seguiram-se os
procedimentos que ja vinham a ser utilizados com a estirpe selvagem e com a
estirpe ALip7. Inicialmente cresceram-se as 4 estirpes em meio sélido Glucose-
Agar-Tributirina, observando-se as colonias e medindo-se os halos de actividade
apos 120 horas de crescimento. Como se pode observar-se na Figura 3.30 a relagéo
entre o didmetro ao quadrado do halo e o didametro ao quadrado da coldnia 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 consideravel sendo mais significativa nas estirpes com o gene YILIP1
interrompido.
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Figura 3.30 — Halos de actividade em Glucose-Agar-Tributirina e grafico com medi¢tes dessa
actividade de estirpes de Yarrowia lipolytica: A) Estirpe selvagem, B) ABC1 (AliP3 ), C) FJG1
(AliP1), e D) ABC2 (AliP1.AlIP3 ). As barras de erro referem-se a um desvio padrao de 3 réplicas.
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o Estudos em meio liquido

As medicdes em meio liqguido com células de crescimentos das quatro
estirpes (selvagem, Alip1, Alip3 e Alip 1, Alip3 ), em meio de cultura MM-Azeite, com
o0 substrato paranitrofenil butirato registam-se no grafico da Figura 3.31. Neste caso
utilizou-se a técnica espectrofotométrica com este substrato por ser mais facil e mais
rapida de realizar ja que se dispunha de um elevado numero de amostras.

Tal como em meio soélido observa-se uma diminuicao de actividade nas
estirpes interrompidas comparativamente com a estirpe selvagem, confirmando-se
também que essa diminuigdo € maior nas estirpes interrompidas com o gene Y/LIP1
do que com o gene YILIP3.
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Figura 3.31 — Actividade lipdsica 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/ILIP1e YILIP3 : Selvagem (INAG 135668), ABC1 (Alip3), FJG1 (Alip1) e ABC2 (4

lip1. Alip3).

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 caracter de verdadeiro lipidc e e a precisdo das medidas de actividade
com este substrato. Os resultados destes ensaios apresentam-se graficamente na

Figura 3.32.
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Resultades

A interrupg@o do gene YILIP3 apenas produz uma diminui¢cdo de actividade
lipasica de cerca de 20% enquanto que a interrupgdo do gene YILIP1 produz uma
redugéo da actividade lipasica superior a 50%, no entanto nZo se pode rejeitar a
ideia que a proteina codificada pelo gene YIL/P3 possua mais afinidade por outros
substratos diferentes dos utilizados neste trabalho.
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Figura 3.32 — Actividade lipdsica 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 YILIPT e YILIP3 : 1) Estirpe selvagem 2) ABC1 (Alip3 ) 3) FIG1 (AlipT ), e 4)

ABC2 ( Alip1. Alip3).

Destes estudos pode-se também concluir que, a estirpe que possui os dois
genes interrompidos conserva actividade lipasica, se admitirmos que a proteina
codificada pelo gene YILIP2, devido a grande diferenca estrutural que apresenta
comparativamente com estas proteinas devera por isso apresentar um tipo de
actividade diferente, nesse caso seria de admitir a existéncia de outros genes, gue
codificam para proteinas com actividade lipasica em Y. lipolytica.

Esta actividade verificada na estirpe que possui os dois genes interrompidos
nao é suficiente para explicar a indugéo que se observa nas restantes estirpes pelo
que se poderia concluir através destes estudos de actividade lipasica gue os genes
YILIP1 e YILIP3 sao de alguma forma induzidos quando as estirpes que os possuem
crescem em substratos com azeite, este facto & ainda mais notdrio se atendermos a
indugdo verificada nas estirpes Selvagem e ABC1, que possuiem o gene YILIP1
sem interromper.
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b) Actividade lipasica em frac¢des celulares

Para se verificar se havia mais actividade lipasica em células ou
sobrenadante de crescimento cresceram-se em meio MM-Azeite a estirpe nativa , a
estirpe Alip1 e a estirpe , Alip3. Apos 24 horas de crescimento guardou-se 1 mL de
células juntamente com o meio de crescimenio (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 1mL de agua estéril. Mediram-se actividades
com 200 uL 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 experiéncias representam-se no grafico 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 diminuicdo da actividade na estirpe
interrompida com o gene YILIP1 é maior que na estirpe interrompida com o gene
YILIP3.

Os resultados destes estudos poderdo ser Gteis na purificacdo destas
proteinas, pois a purificacdo a partir do sobrenadante é mais facil e menos
dispendiosa.
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Figura 3.33 — Actividades lipdsicas com o subsirato paranitrofenil butiraio em exirato iotal,
células e sobrenadante de crescimenio da estirpe silvesire e das estirpes interrompidas com
os genes YILIP1 (FJG1) e YILIP3 (ABC1) de Y.lipolytica.
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3.4.2 — Complementacao das estirpes mutadas pelos
genes YILIP1e YILIP3

Com o objectivo de determinar se as perdas de actividade sdo consequéncia
das interrupgdes dos genes YI/L/IP1 e YILIP3 em colaboragdo com Morin, (2000), do
grupo de investigagaéo, complementara-se as estirpes que possuiam estes genes
interrompidos.

Para complementar a interrup¢c&o do gene YILIP1 construiu-se o plasmideo
pYILIP1, que possui o gene URA3, um sitio de replicagdo autonoma (ARS 68) e o
gene YILIP1.

Para esta construcdo digeriu-se o plasmideo que possui o gene YILIP1,
pFGLIP7, com as enzimas de restricdo Spe | e Hind Il. Purificou-se a banda de 3.2kb
mediante “Gen Clean” (Materiais e Métodos seccado 2.8.8), enxertando-se depois 0
fragmento purificado no plasmideo pINA444, previamente digerido com as enzimas
She | e Hind 11l ( das digestdes de Spe | e Nhe | formam-se extremos compativeis).
Mediante digestées com diversas enzimas de restricdo comprovou-se que a
construgcao estava correcta.

Com o plasmideo resultante transformaram-se a estirpe interrompida com o
gene YILIP1 (Alip1), a estirpe com os genes YILIP1 e YILIP3 (Alip1.Alip3) e a estirpe
selvagem de Yarrowia lipolytica.

De forma semelhante, para complementar as interrupgdes do gene YILIP3 foi
construido o plasmideo pYILIP3. Este plasmideo possui o gene YILIP3, o sitio de
replicagao autonoma (ARS 18) e o gene marcador de selaccdo LEUZ2. Para a
construgdo deste digeriu-se o plasmideo pACLIP3 (que possui o gene YIL/IP3
completo) com as enzimas de restricado Spe | e Cla |, purificando-se de seguida a
banda de 4.4 kb. A seguir purificou-se o ADN desta banda para ser ligado ao
plasmideo pINA240 digerido previamente com as enzimas de restricdo Spe | e Cla |.
Apos digestdes com varias enzimas de restricdo comprovou-se que a fus&o estava
correctamente efectuada.

Este plasmideo foi utilizado para transformar a estirpe interrompida com o
gene YILIP3 e a estirpe interrompida com os dois genes (Y/LIP1 e YILIP3) como se
pode observar na Figura 3.34.

Sempre que se achou necessario e para comprovar que as transformagdes
das estirpes de Yarrowia lipolytica estavam bem efectuadas, além de se fazerem
varias sementeiras em meios selectivos, extraia-se o ADN plasmidico dessas
estirpes de Yarrowia lipolytica e transformavam-se com ele células competentes de
E.coli. Uma vez extraido o ADN plamidico da bactéria era digerido de seguida com
endonucleases de restricdo. Os padroes das bandas resultantes dessas digestoes
foram observados em electroférese com geis de agarose.
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Figura 3.34 — Representacdo esquematica dos pasmideos pYILIP3 e pYILIP1 (Morin, 2000).

De seguida procedeu-se ao crescimento das estirpes transformadas com os
plasmideos pYILIP1 e pYILIP3 nos meios de cultura MM-Azeite e MM-Glucose.
Apo6s 32 horas de crescimento recolheram-se amostras e foi medida actividade
enzimatica com o substrato paranitrofenil butirato. Os resultados destas actividades
estdo representados nos gréaficos da Figura 3.35.

Em todos os casos pode-se observar que as estirpes com 0S genes
interrompidos recuperaram a actividade perdida apos transformacéo com os
plasmideos respectivos. Além disso a estirpe selvagem e a estirpe com dupla
interrupgéo quando transformadas com o plasmideo pYILIP1 mostraram um
incremento de actividade lipasica da mesma ordem que o da estirpe interrompida
com o gene YILIPT.
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Figura 3.35 - Andlise da actividade, com paranitrofenil butirato como substrato, em células das
estirpes transformadas com os plasmideos pYILIP1 e pYILIP3. Selv.- estirpe selvagem, Alip1 -
estirpe com o gene YIL/IP1 interrompido, Alip3-estirpe com gene YILIP3 interrompido e Alip1, Alip3-

estirpe com os dois genes interrompidos.
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3.5 — ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE YILIP3

3.5.1 — Analise tipo “Northern-blot” do gene YILIP3

Com base nos resultados observados nas medices de actividade enzimatica,
em que se verifica uma indugao de actividade, quando Yarrowia lipolytica cresce em
meios com azeite como fonte carbono, e com o objectivo de analizar o tipo de
expressao do gene Y/LIP3 foram realizadas analises tipo “Northern-blot”. Além
disso, este tipo de analises, permitem estabelecer o tamanho do ARN transcrito do
referido gene.

A estirpe de Yarrowia lipolytica INAG135668 foi crescida em simultaneo e nas
mesmas condi¢ées no meio MM-Glucose (com glucose) e no meio MM-Azeite (com
azeite). As 10, 20 e 30 horas recolheram-se amostras dos dois crescimentos para
extrair ARNs totais de acordo com o método descrito na seccao 2.8.3 dos Materiais
e Métodos. Apds se ter determinado a sua concentracéo, 15 ug de cada um destes
ARNSs 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 plasmideo pACLIP3 (possui o gene Y/LIP3 clonado) pela digestdao com a
endonuclease de restricdo Xho |, que corta nas posigbes 2500 e 2972 da fase de
leitura aberta do gene YILIP3.

Os ARNSs fixados hibridaram-se com esta sonda marcada radioactivamente
detectando-se, depois de se ter revelada a pelicula que se colocou em contacto com
a membrana, uma unica 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 a
fase de leitura do gene LEUZ entre os sitios de restricgéo Apa | e EcoR |, tendo-se
detectado também um Unico transcrito de aproximadamente 0.7 kilobases. A
intensidade das diferentes bandas obtidas nesta hibridacdo podera ser utilizada
como controlo de carga da hibridag&o anterior. Os resultados deste estudo podem
ser observados na Figura 3.39.
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Figura 3. 39 — “Northern-blot” da expressao do gene YILIP3 durante o crescimento da estirpe
selvagem de Yarrowia lipolytica (INAG 135668) em MM-Glucose e em MM-Azeite.

O sinal de hibridacéao de 0.7 kilobases corresponde a copia cromossomica
do gene LEUZ na estirpe INAG 135668, auxotrofica para a leucina por estar
interrompida aproximadamete a 0.7 kb do inicio da transcricdo, o que origina que
nao seja funcional e as celulas necessitem de leucina para crescer.

Relativamente a expressao do gene Y/L/P3 pode-se concluir que:

— Possui niveis de transcricéo relactivamente baixos como se pode observar, nas
bandas superiores da Figura 3.39. As bandas da parte superior da figura
correspondem a autorradiografia com uma exposicéo prolongade de 80 horas do
filtro hibridado com a sonda de 472 pares e bases do gene Y/L/P3. Quando
comparadas com os sinais da sonda do gene LEU2, que possui apenas 24 horas de
exposicao verifica-se que apesar disso estes possuem maior intensidade.

= Em amostras de ambos os crescimentos, com glucose ou com azeite, nao existe
uma variacao significativa da expressdo ao aumentar o tempo de cultura. Por isso
pode-se afirmar que a expresséo deste gene a nivel transcricional, ndo depende da
fonte de carbono no meio de cultura e que portanto se trata de um gene com uma
expressao constitutiva a este nivel.
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Resultados semelhantes ja tinham sido obtidos com o gene YILIP1 de
Yarrowia lipoytica quer através de analises do tipo “Northern-blot’ (Gonzalez, 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
tratar de um composto de composigédo conhecida e de composigao pouco variavel
que pode ser um dos substratos naturais da levedura Yarrowia lipolytica. No entanto
ndo se pode rejeitar a possibilidade de que exista algum outro composto na natureza
que possa actuar como indutor da expressao destes genes.

Comparando estes resultados com os obtidos em medicdes de actividade
lipasica em que é verificada indugdo quando as células crescem em meios com
azeite como Unica fonte de carbono, pode concluir-se que a regulacéo destes genes
se produz a nivel pos-trancricional.

Processos de regulagao pos-transcricional foram ja descritos por Tsuzuki ef
al., (1999). Segundo este autor, determinadas concentracdes de glucose podem
produzir uma diminuigdo da actividade lipasica, devido a uma mudancga estrutural
provocada pela glucose na molécula da lipase. Pensa-se que neste fenomeno
intervém residuos de Triptofano situados nas proximidades do centro activo que
estdo presentes na maioria das lipases e que também se encontram nas proteinas
YILip1p e YILip3p. No entanto, este fenomeno por si s6 nao explica a indugéo
registada nas medicdes de actividade lipasica de crescimentos com azeite.
Provavelmente outros fenomenos de regulagdo desconhecidos até ao momento
possam intervir na regulacao destes genes.

Foram ainda realizados ensaios em electroforese com geis de poliacrilamida
de acordo com o protocolo descrito na seccdo 2.4.3 de Materiais e Métodos.
Nestes ensaios utilizaram-se amostras da estirpe selvagem e amostras das estirpes
resultantes da interrupgéo dos genes Y/IL/IP1 e YILIP3, crescidas em MM-Glucose e
em MM-Azeite. Apesar das inumeras repeticées realizadas nao foi possivel obter
dados conclusivos, ja que o numero de bandas obtidas devidas a presenca de
outras proteinas ndo permitiu identificar com clareza as bandas correspondentes as
lipases em estudo quer se tratasse de geis revelados com prata guer nos geis
revelados com azul de Coomassie.

Para estes ensaios as amostras foram precipitadas com acetona e com acido
tricloroacético (TCA). Provavelmente estes dois tipos de precipitagbes ndo foram
adquadas pelo que em trabalhos futuros se pensa repetir estes ensaios utilizando
amostras precipitadas com outros produtos como sejam o sulfato de aménio ou
semi-purificadas através de processos como a cromatografia de exclusdo em gel.
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4— CONSIDERACOES FINAIS

Demonstrou-se que a levedura dimorfica Yarrowia lipolytica possui uma
elevada capacidade para produzir diferentes proteinas com actividade lipasica:
proteinas com caracteristicas estruturais semelhantes, YILip1 e YILip3, e outras, com
algumas diferencgas estruturais relativamente a estas, como a proteina YlLip2.

As proteinas que foram objecto de estudo ao longo deste trabalho — YlLip1 e
YiLip3- ndo apresentam um sinal peptidico caracteristico. Este facto € muito
surpreendente, ja que os substratos sobre os quais actuam, devido ao seu tamanho,
nao podem penetrar no interior celular. Se o seu transporte para o exterior se realiza
pelas vias habituais de secregdo, entdo deve processar-se mediante algum sinal
diferente, ou entdao seguem uma via de secrecao distinta das propostas até ao
momento. Sendo assim, 0s genes gque codificam para estas proteinas seriam bons
modelos para este tipo de estudos. A purificacdo destas proteinas permitiria a
obtencao de anticorpos, e posteriormente, com técnicas imunocitoquimicas seria
possivel a localizacdo celular destas proteinas.

Os estudos de biologia molecular que permitiram a caracterizagéo dos genes
YILIP1 e YILIP3, foram realizados prioritariamente a caracterizagao fisico-quimica
mais detalhada das proteinas por eles expressas. A identificacdo dos substratos
preferenciais destas enzimas e as condigbes apropriadas a sua accéo, a
caracterizagdo de aspectos funcionais como a enantiosselectividade e as
actividades destas enzimas quando imobilizadas, de entre outros aspectos, poderao
permitir uma avaliacdo do seu potencial uso industrial em diferentes processos ja
descritos na introducéo deste trabalho. A purificagdo destas proteinas e o recurso
posterior a técnicas como a cristalografia, poderao contribuir para um conhecimento
mais profundo destas enzimas. A producdo deste tipo de enzimas parece estar
assegurada, na levedura Yarrowia lipolytica, a custos relativamente baixos dada a
sua capacidade para crescer com substratos baratos.

Uma vez que a estirpe resultante da interrupgéo dos dois genes YI/LIP1 e
YILIP3 (ABC2) ainda apresenta actividade lipasica, decidiu-se proceder a pesquisa
dos genes que possivelmente existem nessa levedura responsaveis por essa
actividade.

O grupo de investigagao (Morin, 2000) consegiu isolar por PCR um novo
fragmento de ADN genomico de Yarrowia lipolytica que apresenta homologia com as
lipases desta e de outras leveduras.

Em futuros trabalhos sera construida uma minigenoteca parcial de Yarrowia
lipolytica a fim de isolar o referido gene utilizando este fragmento como sonda. O
isolamento deste gene e a sua posterior interrupgéo na estirpe selvagem e nas
estirpes obtidas pela interrupcéo dos genes YIL/P1 e YILIP3 dara lugar a uma
estirpe quase carente de actividade lipasica ou com uma atividade lipasica e/ou
esterasica diferente devida a proteinas distintas de YILip1 e YILip3 como parece ser
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a da proteina YlLip2. Estudos com essas estirpes interrompidas também permitirdo
um melhor esclarecimento sobre o tipo de expressao dos genes estudados neste
trabalho e consequentemente sobre o sistema de lipases da levedura Yarrowia
fipolytica.

Os resultados expostos poderao contribuir para a caracterizacao a nivel
genético do sistema de assimilagéo de gorduras pela levedura Yarrowia lipolytica e
sao compativeis com os de outros autores (Demolder et al., 1992; Gonzalez, 1997:
Mattey ef al, 1978; Otta ef al., 1982; Ruschen ef al., 1982).
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5— CONCLUSOES

Primeira — A levedura Yarrowia lipolytica apresenta varias actividades lipasicas
codificadas por diferentes tipos de genes. A maior parte dessas actividades sao
catalizadas por proteinas codificadas pelos genes YILIP1 e YILIP3. Estes genes sao
induzidos por azeite e reprimidos por glucose.

Segunda — A estirpe de Yarrowia lipolytica com o gene YILIP1 interrompido
apresenta uma actividade lipasica de aproximadamente 70% menor que a estirpe
selvagem.

Terceira - Foi isolado o gene Y/LIP3 mediante técnicas de PCR e bibliotecas de
ADN gendmico. Este gene apresenta uma fase de leitura aberta de 1494 pares de
bases que codificam uma proteina constituida por 498 aminoacidos com uma massa
molecular estimada de 55.8 kDa. Os seus extremos &' e 3' possuem as sequéncias
consenso caracteristicas das leveduras, e que se relacionam com o inicio e a
terminacéo da transcricéo.

Quarta — A transcrigao do gene Y/L/P3 da lugar a uma unica espécie de mARN com
um tamanho aproximado de 2.5 kilobases.

Quinta - A sequéncia de aminoacidos da proteina codificada pelo gene Y/LIP3
apresenta homologia com a sequéncia do gene Y/L/P1 e com sequéncias de genes
que codificam para lipases em fungos.

Sexta- As proteinas codificadas pelos genes Y/LIP1 e YILIP3 possuem
conformacbes espaciais muito semelhantes entre si e semelhantes as de outras
lipases da familia das carboxilesterases de leveduras.

Séptima - Foram obtidas duas novas estirpes de Yarrowia lipolytica resultantes da
interrupcao do gene Y/L/P3 na estirpe selvagem e na estirpe que ja possuia o gene
YILIP1 interrompido.

Oitava — A interrupcdo do gene YILIP3 produziu uma diminuicdo da actividade
lipasica de aproximadamente 20% relactivamente ao total verificado na estirpe
selvagem.
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