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Resumo

Resumo

O presente trabalho consistiu na optimiza¢do da produgdo da amidase (EC.3.5.1.4)
recombinante de Escherichia coli cujo gene foi isolado de Pseudomonas aeruginosa
8602.

O efeito na agregagdo do enzima in vivo de diversos parametros de crescimento, tais
como concentra¢do de IPTG, temperatura de incubacdo e 3 % de etanol, foi estudado
por combinagdo da actividade enzimatica com a espectroscopia de FTIR. Os resultados
demonstraram que ocorreu a forma¢do de amidase agregada na forma de corpos de
inclusdo em todas as condi¢des de crescimento. A actividade enzimdatica maxima obtida
na fraccdo soluvel ocorreu para a condi¢do de 0,40 mM IPTG com Etanol a 37°C
enquanto que nas fracgdes insoluveis a actividade enzimatica maxima obtida foi para a
condi¢do de 0,70 mM IPTG com Etanol a 25°C. Verificou-se ainda que o etanol nas
condi¢des de crescimento de 25°C permitiu uma elevada expressdao de amidase, mas que
agregou numa forma biologicamente activa apresentando para determinadas condigdes
um aumento de 60 % de actividade especifica em relacdo a frac¢do soluvel.

A espectroscopia de FTIR foi utilizada para o estudo de possiveis alteragdes estruturais
da amidase produzida nas diversas condi¢des de crescimento. Constatou-se assim que
para todas as condi¢des de crescimento, a amidase agregou na forma de corpos de
inclusdo devido a aumento de folhas-f agregadas resultante de um aumento de
interac¢des intermoleculares comparativamente ao enzima purificado. De um modo
geral as condig¢des a 25°C formam maior quantidade de folhas-B agregadas que as
condi¢des a 37°C, principalmente na presencga de etanol.

Verificou-se ainda que os corpos de inclusdo das condi¢des de crescimento de 37°C
apresentam uma estrutura secundaria mais semelhante com a solugdo de amidase
purificada relativamente as condi¢des de 25°C. No entanto, as condi¢des de 37°C
apresentam agregados com menor actividade possivelmente devido a ocorréncia de
interac¢des intermoleculares associadas a uma estrutura secundaria mais semelhante a
nativa.

A solubilizagdo ndo desnaturante da amidase presente nos corpos de inclusao foi
efectuada com sucesso na presenga de L-Arginina obtendo-se maior rendimento de
solubilizagdo para as condi¢des a 37 °C, comprovando a menor quantidade de
interacgdes intermoleculares nestes agregados e uma estrutura secunddria do enzima

agregado semelhante a nativa.




Resumo

Palavras-chave: amidase recombinante; Escherichia coli; corpos de inclusdo; efeito do
etanol; espectroscopia de infravermelho por transformadas de Fourier (FTIR); L-

Arginina.




Abstract

Abstract

This work reports the optimization of production of a recombinant amidase
(E.C.3.5.1.4) in Escherichia coli whose gene was isolated from Pseudomonas
aeruginosa 8602. The effect of several parameters such as temperature incubation,
IPTG induction and ethanol shock on the enzyme aggregation in vivo was investigated
by combining enzyme activity with FTIR spectroscopy. The results have revealed the
formation of inclusion bodies at all the experimental conditions with the highest yield of
soluble amidase relatively to other proteins obtained for the condition at 37°C using
0,40 mM IPTG to induce growth with ethanol. The highest yield of insoluble amidase
biologically active was obtain for the condition 0,7 mM IPTG at 25 °C with ethanol.
Our findings showed that the addition of ethanol in LB ampicillin culture medium at
25°C allowed the production of highest levels of amidase but it aggregated
quantitatively in a biological active form and exhibited in some conditions a 60 %
increase in specific activity when compared with the soluble form of the enzyme.

The FTIR spectroscopy was used to elucidate changes in the structure of amidase
occurring with the different conditions employed for enzyme production. Our findings
revealed that for all the growth conditions, amidase aggregated as inclusion bodies due
to an increase in the aggregates of B-sheet structure content as a result of stronger
intermolecular interactions comparably to native enzyme. In general, the conditions at
25 °C exhibit inclusion bodies with higher levels of B-sheet contents in the aggregates
than at 37 °C growth conditions mainly in the presence of ethanol.

Furthermore the conditions at 37°C revealed an aggregated enzyme apparently in a
native-like secondary structure. However such conditions presented a lower activity
possibly due to intermolecular interactions associated with the native-like secondary
structures.

Nondenaturing solubilization of the aggregated amidase was achieved by using L-
Arginine with higher yield of solubilization at 37°C, demonstrating the lower content of
intermolecular interactions in these inclusion bodies with a native-like secondary

structure.

Keywords: Recombinant amidase; Escherichia coli; inclusion bodies; ethanol effect;

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR); L-Arginine.
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Capitulo I - Introducgdo Teorica

1- Introducéio Tedrica

1.1- Escherichia coli

As bactérias sdo organismos procariotas e estdo presentes no solo e na agua ou vivem
em simbiose com outros organismos. Reproduzindo-se assexuadamente por divisdo
bindria, a sua actividade mais importante ¢ a produ¢do de mais bactérias.

Existem bactérias nocivas, mas outras sdo Uteis tanto para animais como para seres
humanos. Existem por exemplo, bactérias uteis na biorremediagdo, ou seja, no
tratamento de aguas residuais (ex: Planctomycetes) e outras foram utilizadas com
sucesso para limpar derrames de petroleo (ex: Alcanivorax borkumensis). Através de
uma combina¢cdo com leveduras, as bactérias também sdo utilizadas para produzir
alimentos fermentados, como o queijo (ex: Lactococcus lactis) ou iogurte (ex:
Lactobacillus bulgaricus). Outro aspecto positivo das bactérias ¢ a capacidade de
viverem em simbiose com outros organismos, ajudando por exemplo no processo da
digestao M.

A Escherichia coli (normalmente abreviada para E. coli) cujo nome deriva do seu
descobridor Theodor Escherich, ¢ um microrganismo procariota gram negativo,
relativamente pequeno e simples. A sua dimensdo tipica ¢ de 0.5 um de didmetro e 1,5
um de comprimento, apresentando forma de bastonete (Figura 1) .

A E.coli ¢ uma das principais espécies de bactérias que vivem no intestino de animais
(aves e mamiferos) sendo indispensaveis na digestdo dos alimentos 231

Dotada de enorme capacidade de sobreviver fora do seu ambiente natural e de se
reproduzir rapidamente, ¢ utilizada com sucesso na Biotecnologia para a producdo de
variadas substancias .

Devido ao conhecimento da sua sequéncia genética e dos mecanismos do seu
metabolismo, a E.coli é frequentemente utilizada como organismo modelo em

. . ~ o 4
investigacdo. Tal facto deve-se a varios factores H

- ciclo de vida rapido em relag@o aos organismos superiores;

- apresenta menor nimero de genes em relagdo aos organismos superiores;

- apresenta inimeros mecanismos metabolicos semelhantes aos organismos superiores.
No presente trabalho sera utilizada a Escherichia coli JM 109 como hospedeira do
plasmideo pKK WT onde o gene da amidase da Pseudomonas aeruginosa 8602 foi
clonado. A estirpe de E.coli JM 109 é ideal para clonagem uma vez que possui

mecanismos de prevencdo de digestdo de DNA heter6logo. Para além disso, permite a

2




Capitulo I - Introducgdo Teorica

extraccdo de DNA plasmidico com elevada estabilidade e qualidade pois possui a

recombina¢do minimizada .

y

Figura 1 — Microscopia electronica de varrimento de células de E.coli. Adaptado da referéncia 161,

1.2- Biotecnologia

A grande fonte de inova¢do em biotecnologia das ultimas décadas tem sido sem duvida
a utilizagdo de microrganismos no desenvolvimento da tecnologia do DNA
recombinante. Esta tecnologia tem aberto inimeras perspectivas de produgdo e
comercializacdo de grandes quantidades de compostos com potencialidades de
aplicag¢do em diversas areas como a medicina, investigagao e agricultura [1.78],

Nas bactérias, o genoma apresenta uma organiza¢o mais simples que a organizagdo dos
Cromossomas nos organismos eucariotas.

Em geral, a maioria dos organismos procariotas apresentam um genoma constituido por
um cromossoma unico e¢ que corresponde a uma cadeia circular de DNA. Nestes
organismos existem processos que conduzem a troca de material genético que, por
serem geradores de recombinagdo genética, sdo passiveis de uso controlado a nivel
laboratorial com fins biotecnoldgicos .

O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante in vitro (rDNA) possibilita um
enorme avan¢o na direc¢do do conhecimento cientifico e do potencial de inovagao
(Figura 2) "1 A tecnologia de DNA recombinante in vitro consiste na criagdo de novas
combinagdes de material genético a partir de moléculas de DNA que podem ser de
origem diferente. Estas moléculas sdo introduzidas nos organismos hospedeiros

adequados, mesmo que ndo sejam os hospedeiros naturais, onde poderdo ser expressas e

multiplicadas "',
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1- Obtengdo de DNA estranho

2- Reacgdo de ligacdo do DNA estranho com o vector plasmideo linearizado

1

: Digestdao Ligagao
' -~ ="
: DNA estranho

| DlanceiAd

DNA
recombinante

plasmideo

r . - A SR I S €
Transformagio do s
plasmideo recombinante @

W na célula hospedeira

Crescimento
das células
recombinantes

o
>

Figura 2 - llustraciio dos principais passos da tecnologia de DNA recombinante. Adaptado da
14]

referéncia ™.

O DNA estranho que codifica a proteina recombinante devera ser colocado sob a ac¢do
de um promotor forte de modo a promover uma transcricdo rapida da sequéncia
codificante (gene), com o objectivo de superproduzir a proteina que, consequentemente
podera atingir valores entre 10 ¢ 30% da proteina total. O promotor lac (operdo da
lactose), induzido por isopropil-p-D-tiogalactdsido (IPTG), € um dos mais utilizados na
superproducdo de proteinas recombinantes t,

Em 1978 foi produzido o primeiro composto a partir de tecnologia DNA recombinante,

a insulina, e posteriormente a vacina da hepatite B e hormonas de crescimento humano
[t

1.3 — Amidase da Pseudomonas aeruginosa

1.3.1 — Introdugéo
A maior parte das amidases conhecidas provém de bactérias pertencentes aos seguintes
géneros: Rhodococcus, Corynebacterium, Mycobacterium, Pseudomonas, Bacillus,
Micrococcus, Brevibacterium, Nocardia, Streptomyces, Blastobacter, Arthrobacter,

Alcaligenes, Helicobacter, Lactobacillus e Methylophilus ')
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De acordo com o sistema de nomenclatura da EC (Enzyme Commission), que utiliza
como critério a especificidade de substrato e caracteristicas fisico-quimicas, as amidases
sdo classificadas como amidohidrolases "/,

As amidohidrolases podem ser divididas em duas categorias, nomeadamente E.C. 3.5.1
e 3.5.2. Pertencem a categoria 3.5.2, as amidases que hidrolisam amidas, arilamidas, o-
aminoamidas e a-hidroxiamidas. A propianamida, isobutiramida, valeramida e
hexanoamida s@o os substratos que sdo mais rapidamente hidrolisados pelas amidases
pertencentes a esta categoria %),

Na categoria E.C. 3.5.1, encontram-se as amidases alifaticas que hidrolisam apenas
amidas alifaticas de cadeia curta. A acetamida, acrilamida e propianamida sdo os
substratos mais rapidamente hidrolisados pelas amidases pertencentes a esta categoria
[10]

A acilamida amidohidrolase EC 3.5.1.4 (amidase alifatica da Pseudomonas aeruginosa)
pertence a esta categoria e catalisa a hidrolise de ligagdes das amidas alifaticas no
correspondente acido orgénico e amonia [1o.1L12]

As reaccdes catalisadas por este enzima foram resumidas por Brown ef a/ da seguinte

forma ["3l:

Tipo de reaccio Reaccio
Hidrolise de amida RCONH, + H,O = RCOOH + NH;
Transamidagdo RCONH, + NH,OH - RCONHOH + NH;
Amidacado de acido RCOOH + NH,OH = RCONHOH + H,O
Hidrdlise de éster RCOOR’ + H,O = RCOOH + R’OH
Amidacado de éster RCOOR’ + NH,OH - RCONHOH + R’OH

Tabela 1- Reaccdes catalisadas pela amidase alifatica de Pseudomonas aeruginosa. Adaptado da
referéncia ',

Foi também demonstrado que, apesar do enzima catalisar a hidrdlise de ésteres
alifaticos de cadeia curta, a velocidade de tais reac¢des é muito mais baixa que as
reaccdes de hidrolise de amidas. '

Além das reac¢des de hidrolase, a amidase pode ainda catalisar reac¢Oes de transferase

em que ha transferéncia do grupo acilo de amidas de cadeia curta, de dcidos ou ésteres

5




Capitulo I - Introducgdo Teorica

para uma amina, como a hidroxilamina, resultando na sintese de acidos hidroxamicos
[15.16,17.18]

1.3.2- Perspectiva Historica

A primeira evidéncia acerca da sintese da amidase foi demonstrada por Den Dooren de
Jong em 1926, que descobriu que algumas espécies de Pseudomonas utilizavam amidas
alifdticas como unica fonte simultdnea de carbono e azoto, nomeadamente a
Pseudomonas aminovorans que utiliza para crescimento a propionamida, caproamida,
lactamida ou sucinamida "',

A amidase alifatica (acilamida amidohidrolase; EC 3.5.1.4) da Pseudomonas
aeruginosa foi descoberta por Kelly e Clarke em 1962. Posteriormente, em 1964, Kelly
e Kornberg purificaram parcialmente a amidase e demonstraram que este enzima pode
também catalisar a transferéncia do grupo acilo de uma amida para uma hidroxilamina
de modo a formar-se o correspondente acilohidroxamato %",

A sequéncia de aminoacidos da amidase selvagem comecou a ser estudada em 1973 e
em 1978 a maior parte desta sequéncia é conhecida, no entanto, apenas em 1987
Brammar ef al publicaram a sequéncia de aminoécidos da amidase da Pseudomonas
aeruginosa selvagem 8602 221

Também em 1987, Brammar ef al elucidaram a sequéncia nucleotidica de 1038
nucledtidos do gene estrutural amiE, o qual codifica cada monomero da estrutura
hexamérica da amidase alifatica da Pseudomonas aeruginosa. A proteina codificada
contém 346 aminoacidos possuindo por subunidade, 7 residuos de histidinas, 9 de

cisteinas e 5 de triptofano (2]

1.3.3- Superfamilia das Nitrilases

Devido a semelhanga na sequéncia de aminoacidos a amidase pode ser agrupada
filogeneticamente com um grupo de familias de enzimas (nitrilases, acilo transferases,
ureases e nitrilo hidratases) denominada de superfamilia de nitrilases ).

As nitrilases sdo responsaveis por reac¢des de hidrolise dos nitrilos (R — C=N)
directamente em d4cidos carboxilicos € amoénia, sem a formagdo de uma amida
intermédia. A nitrilase pode ser encontrada em plantas, animais, fungos e muitos tipos
de bactérias como Rhodococcus, Acinetobacter, Arthrobacter, Alcaligenes,

Comamonas, Klebsiella, Nocardia e Bacillus pallidus [24.25.26]

6
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No entanto, a reaccdo de conversdo dos nitrilos em dcidos carboxilicos e amodnia
também podera ser efectuada por outros enzimas pertencentes a superfamilia das
nitrilases, nomeadamente as nitrilo hidratases que catalisam a reacc¢io de conversdo dos
nitrilos em amidas conjuntamente com as amidases que hidrolisam as amidas no

. - T 3.24.25
correspondente acido carboxilico e amonia (Figura 3) [23.24.25]

R -C=N
Nitrilo Nitrilase
hidratase
7 0
R-C-NH, ——— (R -C-0H + NH;
Amidase -
Amida Acido carboxilico + Amonia

Figura 3 — Reaccdes catalisadas pelos enzimas da superfamilia das nitrilases.

A superfamilia das nitrilases tem um residuo de cisteina que funciona como centro
activo nucleofilo interagindo com o grupo carbonilo (C=0) do substrato amida de modo

S D 2324
a formar um complexo acilo intermediario, tal como confirmado por Farnaud et al 2%,

166

A amidase utiliza como centro activo nucleofilo, o Cys ™" que estd localizado no fundo

da bolsa catalitica (“pocket™), nomeadamente numa volta (“turn”) entre uma folha-} e
uma hélice-a, conhecida como “cotovelo” nucleéfilo 2+,

Novo ef al propuseram para a amidase de Pseudomonas aeruginosa a existéncia de uma
triada catalitica, composta pelos residuos Cys'®-Glu™-Lys'**  confirmada
posteriormente na publica¢do da estrutura tridimensional da amidase por Andrade et al
em 2007 #7281,

A amidase nativa de Pseudomonas aeruginosa tem um peso molecular de
aproximadamente 230 KDalton, contendo 6 subunidades idénticas com uma massa
molecular de 38 KDa ! Cada subunidade apresenta um arranjo de quatro camadas,
tipo “sandwich” afffo (33% hélices-a. e 22% folhas-f) com duas folhas-f3 internas
(Figura 4) 27,

No entanto, relativamente as outras nitrilases a amidase apresenta uma folha- adicional
na cadeia N-terminal e uma longa cadeia C-terminal como se pode verificar na Figura 4-
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A) B)

Figura 4- A) Representacio esquemitica do monémero da amidase de P. aeruginosa colorido de
azul (N-terminal) a vermelho (C-terminal), com o envelope molecular em cinzento. O monémero
apresenta uma estrutura tipo “sandwich” ofpa, com uma regido C-terminal extendida incluindo
diversos segmentos hélices-a. B) Representaciio esquematica do hexdmero biologicamente activo da
amidase, mostrando a forte associacio dimérica envolvendo enrolamentos cadeias C-terminais.

Adaptado da referéncia 7\,

1.3.4- Aplicacdes da amidase

A amidase tem um enorme interesse em diversas areas, nomeadamente a nivel
ambiental, medicina e neurobioquimica, fisiologia de plantas, e industria farmacéutica
[293031]

O sucesso deste enzima deve-se a variedade de reac¢des que pode catalisar e a
diversidade de especificidade, catalisando reac¢des onde amidas, acidos e ésteres podem
ser usados como substratos. No presente trabalho sera estudada uma reac¢do de
transferase em que ha transferéncia do grupo acilo de amidas de cadeia curta para uma
amina, resultando na sintese de acidos hidroxamicos.

Os 4acidos hidroxamicos, de formula geral R-CO-NHOH, formam com determinados
i0es metalicos, quelatos muito estaveis. Além disso, estes acidos sdo constituintes de
determinados compostos, nomeadamente, aditivos alimentares, factores de crescimento,
antibidticos, inibidores de tumores, agentes antifiingicos, factores de divisdo celular e
inibidores de enzimas. nomeadamente metaloproteinases que estdo envolvidas em
doengas humanas e de animais [27,32,3334)

A especificidade para com determinado substrato podera ser alterada através de

mutacdes no gene que o codifica permitindo a produg¢do de enzimas com novas
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propriedades cinéticas. Tal capacidade podera ser utilizada na sintese de uma vasta
gama de produtos e/ou exclusio de determinados substratos 7337381,

A amidase tem sido intensivamente estudada. No entanto, o papel que actualmente pode
desempenhar nas varias areas ainda ndo esta totalmente explorado e apenas nos tltimos
anos tem havido um conhecimento cada vez maior sobre aspectos relacionados com a
estrutura e evolugdo deste enzima e dos mecanismos cataliticos da reacgdes in vitro
catalisadas pela amidase [1o.121

No presente trabalho, a amidase utilizada foi a amidase selvagem da Pseudomonas
aeruginosa (E.C. 3.5.1.4.) produzida a partir de uma estirpe recombinante de
Escherichia coli pKK WT.

Progressos recentes levaram ao melhoramento de estirpes de E. coli, permitindo alterar
as suas caracteristicas de producdo, e refor¢ando, por isso, o seu papel como o
hospedeiro mais utilizado na superproducéo de proteinas recombinantes *.

O gene da amidase amiE foi introduzido na E.coli JM 109 pelo plasmideo pKK WT, por
tecnologia de DNA recombinante, o que melhorou substancialmente a produgdo deste

. - ~  [40
enzima e possibilitou a sua superexpressdo 401

1.4- Corpos de Inclusio

1.4.1- Introducdo

A superexpressdo de proteinas recombinantes em bactérias ¢ um método simples para a
obten¢do de grandes quantidades da proteina que se pretende para aplicagdes comerciais
ou em investiga¢do. Geralmente as bactérias produzem grandes quantidades de proteinas

recombinantes, € no caso particular da Escherichia coli este é um processo rapido
[41,42,43,44,45]

Contudo, a superexpressdo apresenta alguns inconvenientes nomeadamente o facto de
que, quando um novo polipéptido sintetizado € reconhecido pela célula podera ocorrer
um ataque protedlitico a proteina e esta ser degradada *%).

Mais frequentemente, a superexpressdo de proteinas recombinantes resulta em corpos
de inclusdo, ou seja, a cadeia polipéptidica é sintetizada correctamente pelo ribossoma
mas que na vez de se enrolar (“folding™) adquirindo uma estrutura nativa, acumula-se na

forma de corpos de inclusdo [41:47.48.49]
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1.4.2- Formacio de corpos de inclusido

Foram sugeridos varios factores contribuintes para a formag¢do de corpos de inclusio na
E.coli, nomeadamente a elevada concentragdo de proteina resultante da superexpressao
de proteinas recombinantes, pH., temperatura e aumento da agregacdo dos
intermediarios parcialmente enrolados devido a sua limitada solubilidade [H350,51,32],

A razdo para a existéncia de diferentes opinides no que diz respeito a causa de formagao
de corpos de inclusio deve-se ao facto de que a solubilidade depende de varios factores
tais como: a concentrag¢do e ambiente in vivo. Sendo assim a solubilidade € resultado de

;. : y . [53.54
varios factores e estes diferem de proteina para proteina b3S

1.4.3- Propriedades dos corpos de inclusio

Os corpos de inclusdo encontram-se geralmente no citoplasma (Figura 5), apresentando

~ . .1 . . 9 55
formas ovais e cilindricas como pode ser observado na Figura 6 B9.43.551,

Devido a sua capacidade refractaria, os corpos de inclusdo podem ser visualizados num
microscopio de contraste de fases, podendo estes atingir um didmetro na ordem dos pm

o : N 4445.56.57
e exibir uma estrutura amorfa independentemente da sua localizagdo celular 433671,

Corpos de inclusio

Figura 5- Microscopia electronica de transmissio de corpos de inclusdo nas células de E.coli.

Adaptado da referéncia 81,

A superficie dos corpos de inclusdo pode ser irregular ou lisa, contudo estudos
morfologicos ndo permitiram estabelecer uma relag¢do entre a forma e as propriedades
da superficie com as caracteristicas da proteina recombinante [48,59.60)

Ao longo dos ultimos anos tem surgido a nog¢do de que os corpos de inclusio sdo um
importante fendmeno natural. O interesse tem crescido no sentido da manipulacdo da

estrutura e propriedades das proteinas com o objectivo de prevenir a existéncia de

10
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corpos de inclusdo que possam comprometer a expressdo de proteinas recombinantes
[61]

Figura 6- Microscopia electronica de varrimento de corpos de inclusio. Adaptado da referéncia 1621,

1.4.4- Inibicdo de formacdo de corpos de inclusdo

Embora ndo existam métodos gerais de prevengdo de corpos de inclusdo, existe um
nimero de estratégias que frequentemente sio utilizadas e com sucesso, sendo que as
mais utilizadas envolvem: a utilizagdo de um hospedeiro diferente ou outra estirpe de
E.coli, substitui¢des de aminoacidos de modo a suprimir a agregac¢do, reduzir o nivel de
expressdo através da diminui¢do da temperatura de indu¢do ou utilizar promotores
fracos, imobilizag¢do e co-expressdo de chaperonas (“chaperones”™) [41.46.63.641
Relativamente a temperatura, a formagdo de corpos de inclusdo pode ser reduzida
através da diminui¢do da temperatura de crescimento do microrganismo produtor, uma
vez que a velocidade de sintese de proteinas ¢ mais baixa conduzindo a um correcto
enrolamento (“folding™) da cadeia polipéptidica da proteina, o que diminui assim a
formacdo de agregados 7466366,

O correcto enrolamento de proteinas recombinantes de E.coli pode ser facilitado através
de co-expressdo de chaperonas que ajudam a regular a sintese de todas as proteinas de
choque térmico, sendo estas uma resposta da célula a situagdes de stress que ocorram
nesta 167:68:69.701

Quando a E.coli ¢ sujeita a perturbagdes no seu ambiente celular, como por exemplo a
exposic¢do a solventes organicos (ex: etanol), sdo sintetizadas cerca de 20 a 30 proteinas

7.71 -
[60.67.71 " Apesar da sequéncia

de choque térmico de modo a reparar os danos celulares
linear de aminoacidos duma proteina ser um factor determinante na estrutura final do
enzima, a execucdo do processo de enrolamento sob determinadas condi¢des celulares ¢

fortemente dependente das chaperonas moleculares (Figura 7) 37271,

11
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Figura 7- Esquema geral demonstrando intermedidrios parcialmente enrolados envolvidos num

enrolamento correcto ou na formacéo de agregados. Adaptado da referéncia >,

Varios estudos demonstraram que a presen¢a de etanol pode induzir a sintese de
proteinas de choque térmico, uma vez que este leva a existéncia de stress na célula
[46.67.74]

Thomas e Baneyx constataram que a adi¢do de 3% de etanol ao meio de crescimento,
poderd ser uma importante ferramenta na obtengado de proteinas recombinantes soluveis.
Assim, em culturas suplementadas com etanol uma vez que a taxa de sintese de
proteinas ¢ baixa, esta expressdo lenta das proteinas ird facilitar o correcto enrolamento
da proteina promovendo um aumento da solubilidade das proteinas recombinantes (671,
Um outro factor que permite a diminui¢do de proteina insoluvel consiste na limitagdo de
inducdo da expressdo do gene no seu promotor. Esta limitagdo pode ser linearmente
regulada através de concentracdo de indutor (IPTG), logo quanto maior a concentragio
de IPTG mais rapida serd a expressdo das proteinas e consequentemente maior a
probabilidade de ndo ocorrer um correcto enrolamento da proteina, levando assim a
formagdo de corpos de inclusdo /.

A forte correlagdo entre a temperatura de crescimento e concentracio de indutor, IPTG,
com o nivel de expressdo e a solubilidade de proteina recombinante ja foi referida em

anteriores estudos por Yang ef al 73],

12
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1.4.5- Vantagens dos corpos de inclusido

Apesar de geralmente se utilizarem métodos para prevenir a formag¢do de corpos de
inclusdo, existem vantagens na sua existéncia nomeadamente, 1) a expressdo de uma
elevada quantidade de proteina de interesse, mais de 30% da proteina total em alguns
casos, ii) facilidade em separar os corpos de inclusdo das células devido as diferencas de
tamanho e densidade comparativamente aos contaminantes celulares, iii) pouca
degradag@o das proteinas expressas, iv) resisténcia a degradag@o proteolitica por
proteases e v) homogeneidade da proteina em interesse que se encontra na forma de
corpos de inclusdo que ajuda assim, a reduzir o nimero de passos de purificagdo
necessarios para recuperar a proteina biologicamente activa [***7771_ Assim, os corpos
de inclusdo podem facilitar uma possivel purificagdo pois estes sdo altamente
homogéneos 171,

Face a estas e as consideragdes anteriores torna-se imperativo o conhecimento de
interac¢des nas moléculas da proteina de interesse. Estas interac¢des sdo responsaveis
pelo correcto enrolamento da proteina na estrutura nativa ou em oposi¢do pela
existéncia de uma estrutura desenrolada (“unfolded™), ou ainda pela associa¢do entre
moléculas de proteinas formando agregados que poderdo ser biologicamente inactivos

, . . . 78
ou resultar numa proteina biologicamente activa 781,

1.5- Natureza das interaccoes envolvidas na agregacio

A formagdo de corpos de inclusdo segundo Lilie e al depende das liga¢des de pontes
dissulfureto que sdo estabelecidas entre os residuos de cisteina das varias subunidades
dos enzimas multiméricos **!. Assim, quando o ambiente do citoplasma da bactéria é
redutor as ligagdes dissulfureto ndo se formam, resultando assim num incorrecto
enrolamento e consequentemente na agregacio 4477791 'Mais ainda, na formagao destas
ligagdes o numero possivel de combina¢des aumenta significativamente com o niimero
de residuos de cisteina presentes nas cadeias polipeptidicas, o que faria prever um baixo
rendimento de um correcto enrolamento pois seria maior a probabilidade de
estabelecimento ao acaso de ligagdes por pontes dissulfureto I’7).

Por outro lado, Goldberg ef al desenvolveram uma teoria sobre a natureza das
interacgdes responsdveis pela agregacdo durante o enrolamento das proteinas. Estes

autores demonstraram que ligag¢des incorrectas por pontes dissulfureto podem ndo ser a

principal causa da agregacio, uma vez que existe agrega¢do mesmo quando todos os

13
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residuos de cisteinas estdo bloqueados, ou seja, a formacao de corpos de inclusdo pode

. [ . ’ . ’ ’ . )
ser independente da existéncia de residuos de cisteina nas proteinas recombinantes (801

Posteriormente Eliana Clark confirma esta teoria e refere que a agrega¢do é um
fenomeno intermolecular, ou seja, a agregac¢do é devida a interacgdes intermoleculares
entre os residuos hidrofobicos de cadeias polipeptidicas de intermediarios parcialmente

[41]

enrolados . Segundo Clark, a formagdo da proteina nativa envolve interac¢des

intramoleculares dos residuos hidrofébicos (Figura 8 A)), no entanto a agregagd@o ocorre
quando esses residuos hidrofobicos interagem uns com os outros através de ligacdes

intermoleculares (Figura 8 B)) [4145.81],

7 A 2 I
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Figura 8- Mecanismos envolvidos na agregacio de proteinas. A) Situa¢do normal de enrolamento,

1
)

Agregados

em que as superficies hidrofébicas (preto) das unidades estruturais interagem de um modo
intramolecular de forma a ser atingido o estado nativo. B) Ocorréncia de agregacio devido a

interac¢des intermoleculares entre superficies hidrofébicas. Adaptado da referéncia *¥,
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Os intermedidrios parcialmente enrolados possuem uma significativa percentagem de
estrutura secundaria nativa, mas pouco conteido de estrutura terciaria nativa. Na
agregacdo, as regioes hidrofobicas que normalmente se encontram no interior da
proteina, estdo agora expostas diminuindo a solubilidade da proteina. Assim, estas
regides hidrofébicas que no estado nativo se agrupam intramolecularmante, podem
. . . - . . [46.60.82.83]
interagir intermolecularmente originando assim agregados insoluveis .

O estudo da estrutura dos corpos de inclusido bem como das interac¢des

intermoleculares responsaveis pela sua existéncia ¢ frequentemente efectuado

recorrendo a espectroscopia de infravermelho.

1.5.1- Espectroscopia de Infravermelho de Transformadas de Fourier (FTIR)

A espectroscopia baseada na utilizagdo de espectros de infravermelho por transformadas
de Fourier (FTIR) tem como vantagens o facto de ser uma ferramenta que permite
[15,35,84.85].

- a investigagdo rapida das reacgdes, uma vez que um espectro pode ser rapidamente
obtido;

- a caracterizagdo estrutural em diversos meios desde grupos funcionais até diferentes
materiais bioldgicos mesmo células intactas;

- a identificagdo de amostras desconhecidas;

- o controlo de anélises de processos.

A espectroscopia de infravermelho tem diversas aplicagdes em vdarias dareas,
nomeadamente na medicina, andlises quimicas, biotecnologia e na industria alimentar
[85.86.87]

A cristalografia de raios-X e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR)
fornecem uma analise completa da estrutura tridimensional das proteinas apresentando-
se como tecnologias importantes na andlise estrutural bioquimica, no entanto a
espectroscopia de FTIR permite uma analise mais rapida e simples **%,

Para além disso, o espectro de determinada proteina obtido por FTIR pode ser obtido a
partir de cristais, solu¢des aquosas, solventes organicos, detergentes de micelas e
membranas de lipidos **%! Existem ainda outras vantagens na utiliza¢io do FTIR
para andlise de proteinas, nomeadamente no que diz respeito a pequena quantidade de

proteina necessaria (10 pg) e o facto do tamanho da proteina néo ser relevante **/.

15
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Uma das dificuldades dos espectros de infravermelho consiste no facto da dgua absorver
na regido de absor¢do da proteina. A absor¢do da agua podera ser subtraida do espectro
da solucdo de proteina, mas em alternativa podera ser efectuada uma liofilizagdo para

retirar a 4gua existente nas amostras através de um processo de sublimagéo.

1.5.1.1- Modos de Amidas

A espectroscopia de infravermelho baseia-se na energia das vibragdes moleculares e
muitas destas vibragdes podem ser atribuidas a diferentes grupos quimicos tais como, as
amidas, acidos carboxilicos e outros [15.91.92]

A energia da maioria das vibragdes moleculares corresponde a regido de infravermelho
do espectro electromagnético e muitas das vibragdes estdo relacionadas com ligagdes
especificas ou grupos funcionais, tais como C=0 e O-H. Tal facto levou a existéncia do
conceito de frequéncias caracteristicas de determinados grupos. As frequéncias de
grupos de maior interesse incluem: C=0, N-H, -COOH, COO", O-H e S-H (881

O espectro infravermelho de uma proteina ¢ caracterizado por vérias regides de
absor¢@o, denominadas de modos de amida. As bandas correspondentes a amida I e II
sd0 as mais relevantes para o estudo da estrutura das proteinas (Figura 9) (8]

A banda da amida I associada ao intervalo de frequéncia entre 1700-1600 cm™ é a mais
utilizada para a analise da estrutura secundaria das proteinas (hélices-a, folhas-p3, voltas
e outras) e esté associada a vibragdo do grupo C=0 138394,

A banda da amida I normalmente associada a varias estruturas secunddrias resulta de
varias bandas que se sobrepdem e que sdo correspondentes aos diferentes tipos de
estruturas secundarias que constituem a proteina. Técnicas de resolugdo desta banda,

95]

~ . 96 ~ . . . ~
como a desconvolugio ! ¢ a segunda derivada !, tém permitido a visualizagéo e

atribui¢@o de determinadas frequéncias as diferentes estruturas secundarias em proteinas
[97]

As hélices-a estiio associadas a maiores frequéncias 1650-1658 cm™ comparativamente
as folhas-B, 1620-1640 cm™ devido ao facto do comprimento das liga¢des por pontes de
hidrogénio no grupo carbonilo do esqueleto peptidico nas hélices-o ser maior que nas

folhas-B 1%
A regido de absorcdo da amida II geralmente situa-se no intervalo 1500-1600 cm™,
estando associada a vibracdo do grupo N-H do grupo amida da proteina, sendo pouco

afectada pelas vibragdes das cadeias laterais. Esta regido apesar de ndo ter sido ainda
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muito estudada, apresenta elevada sensibilidade para avaliar alteragdes na estrutura
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Figura 9- Espectro de absorvincia de uma proteina, com as respectivas bandas correspondentes as
regioes da amida I, amida Il e amida IIl. Adaptado da referéncia 1881,

1.5.1.2- Estrutura dos corpos inclusio

O FTIR ¢ uma importante ferramenta para andlise da estrutura existente nas proteinas
agregadas e das interac¢des responsaveis por essa agregagao.

Oberg ef al examinaram a estrutura de corpos de inclusdo por espectroscopia de FTIR
tendo constatado que estes apresentavam uma quantidade substancial de estrutura
secundaria idéntica a nativa, nomeadamente cerca de 50-70% *°!. Este facto foi
explicado devido a associag@o dos intermedidrios parcialmente enrolados que contém
uma quantidade substancial de estrutura nativa *>'%!,

A Figura 10 mostra o espectro da forma nativa e agregada da proteina IL-2
(interleucina-2), ilustrando o aumento do conteido em folhas-f agregadas,
comparativamente a estrutura nativa 431 "As folhas-B agregadas sdo estabilizadas por
ligacbes de hidrogénio que se estabelecem entre varias unidades, resultando em
associacdes intermoleculares de folhas-f extremamente compactas uma vez que 0s

polipéptidos ricos neste tipo de estrutura, sdo resistentes a protedlise 571,
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Figura 10- Espectro de FTIR, com representacgiio da segunda derivada na regido da amida I da
proteina IL-2. Os corpos de inclusio mostram um aumento da estrutura em folhas-p em relacio ao

estado nativo. Adaptado da referéncia ',

1.6- Solubilizacao dos corpos de inclusio

Quando os corpos de inclusdo ndo possuem actividade bioldgica. apresentam pouco
interesse a nivel biotecnologico e a técnica de reenrolamento (“refolding™) da proteina ¢
uma forma de recuperar a proteina no estado soltvel biologicamente activo.

O método mais utilizado para recuperar a proteina que se encontra agregada nos corpos
de inclusdo, envolve trés passos: isolamento e lavagem dos corpos de inclusdo,
solubilizagdo (com elevadas concentragdes de agentes desnaturantes como a ureia ou
guanidina hidroclorada) da proteina agregada causando na maioria dos casos a sua
desnaturac¢do e por fim o reenrolamento da proteina solubilizada. Contudo, apesar da
eficiéncia dos dois primeiros passos ser relativamente elevada, a eficiéncia do
reenrolamento ¢ geralmente baixa uma vez que a estrutura da proteina foi desnaturada
tornando dificil assumir a sua estrutura nativa, revelando-se assim um método bastante
dispendioso para ser utilizado a escala industrial °7¢7!,

A existéncia de proteina agregada sob a forma de corpos de inclusdo biologicamente
activos comprovada por Tokatlidis er al deve-se a uma quantidade substancial de

estrutura secunddria da estrutura nativa presente na proteina agregada 1O Este facto
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podera facilitar a solubiliza¢do da proteina agregada com recurso a fracos solubilizantes
(aditivos) e o reenrolamento da proteina na recuperagdo da sua estatura nativa.

Os surfactantes e detergentes tém provado ser aditivos muito eficientes no
reenrolamento da proteina, actuando numa grande variedade de proteinas. No entanto,
uma desvantagem consiste na dificuldade de remocdo, consequéncia directa da sua
capacidade de se ligarem a proteinas e formar micelas (4

Contudo, existem outros excelentes aditivos com grandes capacidades de
reenrolamento, nomeadamente a L-Arginina ou baixas concentra¢des de agentes
desnaturantes (ureia e guanidina hidroclorada) [41.47.102,103]

Contudo, a adi¢do de ureia ou guanidina pode nio ser suficiente e a adi¢do de outros
aditivos pode ser essencial ',

Os aditivos podem ser classificados em dois grupos, nomeadamente potenciadores de
enrolamento (ex: sacarose e sulfato de amdnio) que potenciam as interacgdes proteina-
proteina e os designados supressores de agregacgdo (ex: L-Arginina, polietilenoglicol e
prolina), que sdo responsaveis por reducdo das interac¢des intermoleculares
responsaveis pela agregagdo o],

Contudo a L-Arginina (supressor da agregacdo) ¢ o aditivo mais utilizado no
reenrolamento de proteinas devido a sua facilidade de remogao [103,104.105,106]

A destabilizagdo que a L-Arginina provoca na estrutura das proteinas ¢ muito menor
que a Gdn-HCI. Arakawa e Tsumoto descobriram que a L-Arginina, até uma
determinada concentragdo destabiliza ligeiramente as proteinas através do impedimento
de interacg¢des intermoleculares ndo nativas estabelecidas entre residuos hidrofobicos,
actuando assim como supressor da agregacao [103],

No presente trabalho serd produzida uma amidase recombinante da Pseudomonas
aeruginosa a partir de uma estirpe recombinante de E.coli pKK WT.

Serd analisado o efeito dos pardmetros de crescimento desta estirpe em meio LB na
producdo da amidase preferencialmente na forma soluvel, nomeadamente a temperatura
de incubagdo das culturas, varia¢do da concentracdo de IPTG e presenca ou auséncia de
um choque de etanol. Deste modo, serdo identificadas as condi¢des de crescimento que
promovem a produ¢do de amidase nativa e/ou formagdo de corpos de inclusdo,
nomeadamente com ou sem actividade biologica.

A andlise por espectroscopia de FTIR sera de importancia fundamental para avaliar a

estrutura da proteina agregada sob a forma de corpos de inclusdo. O estudo das
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alteragdes estruturais da amidase das fracg¢des insoluveis das diversas condig¢des de
crescimento permitird identificar as interac¢des responsaveis pela agregacdo e pela
actividade bioldgica associada aos corpos de inclusdo. O conhecimento das interac¢des
permitira desenvolver uma estratégia eficaz e expedita de solubilizagdo da amidase
agregada. A tentativa de solubilizagdo da amidase presente nos corpos de inclusdo,
produzidos em diferentes condigdes de crescimento, sera efectuada com L-Arginina e
Gdn-HCI. Face a importancia da amidase como biocatalisador de variadas reac¢des de
interesse, o0 melhoramento da produgdo deste enzima torna-se essencial para as inimeras

areas de potencial utilizacdo deste enzima.
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2- Materiais e Métodos
2.1- Materiais

Triptona e extracto de levedura constituintes do meio de cultura LB foram obtidos pela
Himedia (India) e Oxoid (Inglaterra) respectivamente. Ampicilina, IPTG, ureia, L-
Arginina, Sepharose 6B, corante azul de Comassie G 250 e marcadores de peso
molecular para a electroforese foram adquiridos na Sigma Chemical Company (USA).
A hidroxilamina foi adquirida na Fluka (China), Tris-HCl na Riedel-deHaén
(Alemanha) e a acetamida, EDTA, FeCl; e AgNOs; na Merck (Alemanha). As
membranas P-10 para as camaras de ultrafiltragdo foram adquiridas na Millipore (USA).

Todos os reagentes utilizados eram de elevada pureza.

2.2- Métodos

2.2.1- Estirpe bacteriana

Para a produ¢do da amidase recombinante foi usada uma estirpe JM 109 de Escherichia
coli, designada por pKK WT, que contem o gene clonado da amidase selvagem de
Pseudomonas aeruginosa 8602 no plasmideo pKK 223-3. O gene clonado esta sob o

controlo do promotor /ac e a expressdo foi induzida por IPTG (401,

2.2.2- Condicdes de crescimento das células de E.coli pPKK WT

O crescimento das células recombinantes de E.coli foi efectuado em meio LB contendo
10 g/LL de triptona, 5 g/LL de extracto de levedura, 10 g/ NaCl e 100 pg/mL de
ampicilina numa incubadora com agitacdo orbital a 250 rpm.

Inicialmente, preparou-se um pré-indculo contendo meio LB suplementado com 100
ug/mL de ampicilina o qual foi inoculado com células recombinantes E.coli pKK WT,
conservadas em 15 % (v/v) de glicerol, e incubado overnight a 37 °C. Apos este
periodo, novo meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina foi inoculado com 2 % (v/v)
do pré-inoculo a 37°C e cresceu até ser atingida uma Aggo entre 0.4-0.6.

Separaram-se 30 mL deste meio de cultura em diferentes baldes estéreis contendo
diferentes concentragdes de IPTG, nomeadamente 0,1; 0.4; 0.7 ¢ ImM de modo a
induzir o crescimento e foram incubados a 37°C. Este mesmo procedimento foi

efectuado para uma temperatura de incubagéo de 25°C.
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De modo a avaliar o efeito de choque do etanol no crescimento foram preparadas
aliquotas de 30 mL de meio de cultura com diferentes concentragdes de IPTG, como
descrito anteriormente, as quais foram adicionadas no momento da indu¢do etanol
absoluto para uma concentragdo final de 3 % (v/v).

Quando as culturas de células das diversas condigdes de crescimento atingiram uma
Agoo proxima de 1, procedeu-se a sua centrifugacdo durante 20 minutos, a 4°C e a
2700xg, apds o que se rejeitou o sobrenadante. Seguidamente procedeu-se a lavagem
das células depositadas com soro fisiologico, NaCl 0,85 % (p/v). As células foram

recolhidas a 15500xg a 4°C durante 5 minutos e conservadas a -20°C.

2.2.3- Preparacio da fraccdes celulares soltuveis (S) e insolaveis (IS)

Ressuspendeu-se 60 mg de células reservadas de cada condig¢do de crescimento em 2
mL de tampdo fosfato de sédio 10 mM pH 7.2. A suspensdo celular foi sujeita a
desintegracdo por ultra-sons com 3 pulsos de 5 segundos cada a 150 W e a 4°C, de
modo a preparar o extracto celular total (ET). Foi determinada a actividade enzimatica
de amidase presente nesta suspensdo para cada condig¢@o de crescimento, a concentragdo
de proteina total e avaliada a sua constitui¢do em proteinas por PAGE.

Parte do extracto celular total de cada condi¢@o de crescimento foi centrifugado durante
30 min a 9840xg e a uma temperatura de 4 °C. Foram obtidas as frac¢des soltveis (S) e
insoliveis (IS) de cada condi¢do de crescimento. Foi determinada a actividade
enzimatica de amidase presente, a concentracdo de proteina total e avaliada a sua
constitui¢do em proteinas por PAGE, para as frac¢des S e IS das diferentes condic¢des de
crescimento.

Todas as fracgdes ET, S e IS foram seguidamente congeladas e liofilizadas para a sua

analise estrutural por FTIR.

2.2.4- Doseamento da actividade enzimatica da amidase

Para a quantifica¢do da actividade enzimatica da amidase presente no ET, S e IS de cada
condi¢do de crescimento utilizou-se um método descontinuo que se baseia na detecgdo
da reac¢do de sintese do acido acetohidroxdmico por este enzima. A actividade da
reaccdo de transferase foi avaliada, determinando a quantidade de acetohidroxamato

formado a partir dos substratos hidroxilamina e acetamida, ao longo do tempo 07
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As fracgdes IS foram previamente ressuspendidas com tampao fosfato de sédio 10 mM
pH 7.2 em igual volume da frac¢éo S.

Para a mistura reaccional foram utilizados 40 pl de hidroxilamina 2 M pH 7.0 ¢ 100 pl
de ET, S ou IS de cada condi¢éo de crescimento. A reacg¢do foi iniciada com 100 ul de
acetamida 400 mM em tampao Tris-HCI 75 mM a pH 7,0. A concentracdo de acido
acetohidroxdmico formado foi determinada em aliquotas de 10 pl retiradas da mistura
reaccional nos intervalos de tempo 1, 2, 5, 8, 10, 15 e 20 min as quais foram
adicionados 100 pLL de uma solugdo de FeCl; 6 % (p/v) em HCI 2% (p/v). O complexo
castanho formado foi seguidamente quantificado espectrofotometricamente a 490 nm.
Uma unidade de actividade enzimatica (UI) ¢ definida como a quantidade de enzima
necessaria para formar 1pumol de acido acetohidroxdmico por minuto nas condi¢des da
reac¢ao.

A concentragdo de 4acido acetohidroxamico presente na mistura reaccional num
determinado instante foi determinada com o auxilio de uma curva de calibragdo. O
registo da A499 do complexo formado para solugdes de diferente concentragio de acido
acetohidroxamico, permitiu construir uma representagdo grafica da intensidade da A49
do complexo formado em fung¢do da concentragdo do acido acetohidroxamico.

Da referida curva foi obtido o valor do coeficiente de extingdo molar, € = 0,026 mM"

Lem™ (R?=0,997).

2.2.5- Doseamento da concentracio de proteina total

A determinag@o da concentracdo de proteina total no ET, S e IS de cada condigdo de
crescimento foi efectuada pelo método de ligagdo do Corante Azul de Coomassie
usando Albumina do Soro Bovino (BSA) como proteina de referéncia (o7,

A cor azul formada do complexo -corante:proteina (1:1) foi quantificada
espectrofotometricamente a 655 nm. A quantidade de proteina nas diferentes frac¢des
foi determinada a partir de uma curva de calibragido de solu¢des de BSA de diferentes
concentragdes em funcdo da Agss. A curva de calibrag¢do obtida foi a seguinte:

Abs g55= 0,0021 Cprogeina (ug/mL) + 0,0017 (R*=0,9383)

24




Capitulo II - Materiais e Métodos

2.2.6- Electroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

De modo a avaliar o perfil de proteinas existentes nas fracgdes ET, S e IS de cada
condi¢do de crescimento, recorreu-se a analise electroforética em condigdes
desnaturantes (SDS-PAGE) e em condig¢des nativas (PAGE nativa).

A electroforese ¢ uma técnica que se baseia na separagdo de macromoléculas por
aplicagdo de um campo eléctrico. Quando um campo eléctrico € aplicado a uma solug@o
de proteinas, estas moléculas migram tendo em conta a sua razdo carga/massa. [108]
Quando se utilizam condi¢des desnaturantes a migragdo € proporcional apenas a massa
dos mondémeros das moléculas separadas. O agente mais comum de desnaturagdo ¢ um
detergente idnico, o SDS. A mistura de proteinas ¢ assim desnaturada a 100°C, na
presenca de um excesso de SDS e de um reagente tiol (para quebrar as ligagdes
dissulfureto) %191,

No presente trabalho para além de SDS, utilizou-se ureia (8§ M) como agente
desnaturante uma vez que se verificou uma desnaturagdo mais eficiente das proteinas,
ndo sendo necessario neste caso, desnaturar previamente as amostras por aquecimento

devido a presenca de ureia [108]

2.2.6.1- Electroforese em Condicdes Desnaturantes

As amostras (ET, S e IS) de cada condi¢do de crescimento foram sujeitas a uma
electroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes SDS-PAGE na
presenga de 8 M ureia usando um gel de resolugéio de 10 % %,

Foi utilizado um sistema de electroforese de mini-géis (8,3 x 7.3 cm) e utilizadas
proteinas de massa molecular conhecida como proteinas padrdo: BSA (66000 Da),
Ovalbumina (45000 Da), a—Quimiotripsina (24500 Da) e Lisozima (14300 Da).

A corrida electroforética decorreu durante aproximadamente 1 hora, em que nos
primeiros 20 minutos aplicou-se uma voltagem de 150 V e nos restantes 200 V. O gel
foi seguidamente corado pelo método de revelagdo com nitrato de prata adaptado do

método descrito por Sasse e Gallagher ',

2.2.6.2- Electroforese em Condi¢des Ndo Desnaturantes

Foi também efectuada uma PAGE nativa onde ao contrario da electroforese efectuada

em condi¢des desnaturantes, as proteinas em estudo ndo sdo desnaturadas mantendo
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assim a sua estrutura nativa e consequentemente a actividade enzimatica. A separagdo
das proteinas ocorre assim, em fun¢fio da carga e da massa das proteinas "',

A celectroforese PAGE nativa usando um gel de resolu¢do de 7,5% foi executada
segundo 0 método descrito por Hames e Rickwood !,

Foi utilizado um sistema de mini-géis (8,3 x 7,3 cm), tendo sido aplicadas proteinas de
massa molecular conhecida, como proteinas padrdo: BSA (196000 Da-trimero, 132000
Da-dimero, 66000 Da-mondémero), Ovalbumina (45000 Da), Mioglobina (17800 Da) e
Lisozima (14300 Da).

A corrida electroforética decorreu durante aproximadamente 1 hora, em que nos
primeiros 20 minutos aplicou-se uma voltagem de 120 V e nos restantes 150 V. Apods a
corrida electroforética foi efectuado um método de detec¢do de actividade enzimatica in
situ no gel de PAGE nativa.

Assim, através da electroforese foi possivel efectuar uma analise qualitativa da
actividade enzimatica da amidase presente nas diferentes frac¢des, ET, S e IS das
diversas condi¢des de crescimento.

Para isso, o gel de PAGE nativa foi separado em duas partes, em que uma das partes foi
corada com nitrato de prata para a determina¢io da posi¢do das bandas de proteina, e a
outra parte foi utilizada para a determinagdo da actividade enzimatica da amidase in
situ. A actividade enzimatica foi detectada apos a incubacdo de uma metade do gel a
25°C durante 15 min na presen¢a de uma mistura reaccional contendo quantidades
equimolares de 400 mM acetamida em tampdo Tris-HCI 75 mM pH=7,0 e
hidroxilamina 2 M pH 7,0. A formagédo do acido acetohidroxamico devida a actividade
da amidase associada a estas frac¢des foi detectada através do contacto do gel com um
papel de filtro embebido em FeCls 6 % (p/v) em HCI 2% (p/v). O aparecimento da
colorag¢do acastanhada indica a posi¢do da amidase no gel, coincidindo com a posi¢do
na outra metade do gel que foi previamente corado pelo método de revelagdo com

nitrato de prata adaptado de Sasse e Gallagher ",

2.2.7- Extraccéo e purificacio da amidase soluvel

Efectuou-se uma prévia purificacdo da amidase a partir da frac¢do solivel do indculo
inicial de modo a possibilitar uma andlise estrutural comparativa entre o enzima puro e
as fracgdes soluveis e insoliveis obtidas em cada condi¢do de crescimento por

espectroscopia de IR.
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2.2.7.1- Obtencio do extracto celular

As células de E.coli pPKK WT contendo amidase (60 mg) foram ressuspendidas em 2
mL de tampao TMEGB e sujeitas a desintegragdo por ultra-sons com 3 pulsos de 5
segundos cada a 150 W. A suspensdo foi centrifugada a 9840xg durante 30 min a 4 °C,
apds o que se recolheu o sobrenadante, representando este o extracto celular livre de
células. Foi determinada a actividade enzimatica, concentragdo de proteina total desta
solu¢do e avaliada a sua constituigdo em proteinas por PAGE nativa, de modo
semelhante ao descrito anteriormente. Procedeu-se seguidamente a purificacdo da

amidase a partir deste extracto celular livre de células.

2.2.7.2- Desnaturacio térmica

Uma vez que a amidase é termoestavel o extracto celular foi submetido a uma
desnaturacdo térmica a uma temperatura de 60 °C, durante 10 minutos.

O sobrenadante recolhido ap6s uma centrifuga¢do a 9840xg durante 30 min a 4 °C, foi
designado por extracto celular desnaturado. Foi determinada a actividade enzimatica,
concentragdo de proteina total nesta solugdo e avaliada a sua constitui¢do em proteinas
por PAGE nativa, de modo semelhante ao descrito anteriormente. Posteriormente este
extracto celular desnaturado foi purificado por cromatografia de afinidade numa resina

de Sepharose 6B epoxi activada com acetamida.

2.2.7.3- Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade utiliza ligandos bioespecificos para purificar uma
molécula de proteina por adsor¢do selectiva, ou seja, as proteinas sio capazes de
interagir especificamente e reversivelmente com estes ligandos (i,

A resina de Sepharose 6B epoxi activada com acetamida (ligando por exceléncia da
amidase) foi empacotada numa coluna (1 x 5 cm) e equilibrada em tampao TMEGB. O
extracto celular desnaturado foi aplicado na resina numa propor¢do de 1:2. A suspensdo
foi lavada com tampao TMEGB a uma caudal de 20 mL /h e foram recolhidas frac¢des
até a Ang ser inferior ou igual a 0,05.

Apods a fase de lavagem, iniciou-se a fase de elui¢do da amidase com um gradiente

linear crescente no mesmo tampdo TMEGB contendo de 0 a 40:40 mM acetamida:

hidroxilamina a pH 7. Foi lida a A,gy das fracg¢des recolhidas e avaliou-se quais as
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fracgdes que continham amidase e portanto demonstravam maior velocidade de sintese
de acido acetohidroxamico.

Para tal utilizou-se um sistema de microplacas, um método simples e rapido para
detectar a formagdo do acetohidroxamato, o produto da actividade de transferase do
enzima ', Em cada pogo adicionou-se igual quantidade de tampao Tris-HCI 150 mM
pH 7, hidroxilamina 2 M pH 7 e de frac¢do recolhida. A reac¢do foi iniciada com a
adi¢do de igual volume de acetamida 400 mM e incubada a 37°C. A reac¢do foi parada
ao fim de 10 minutos por adi¢do de 100 pl FeCls 6 % (p/v) em HCl 2 % (p/v) e a
formagdo do acido acetohidroxamico foi registada a 490 nm ([490= 0,026 mM".cm").
As frac¢des contendo maior actividade de amidase foram reunidas constituindo a
solu¢do de amidase purificada. Foi determinada a actividade enzimatica e concentragdo
de proteina total nesta solu¢do, de modo semelhante ao descrito anteriormente. Foi
ainda avaliada a pureza da solucdo de amidase purificada através de uma electroforese

PAGE nativa com gel de resolucdo de 7.5 %.

2.2.7.4- Ultrafiltrag@o
A solucdo de amidase purificada foi de seguida equilibrada em tampéao de fosfato de
sodio 10 mM a pH 7.2 por ultrafiltracdo a pressdo de 2 atm e a temperatura de 4 °C
usando uma membrana P-10. Esta solu¢do de amidase purificada foi congelada e

posteriormente sujeita a liofilizag¢do para uma analise estrutural por FTIR.

2.2.8- Espectroscopia de Infravermelhos por Transformadas de Fourier (FTIR)

A avaliagdo da expressdo da amidase nas frac¢des soluveis e insoluveis (S e IS) das
células submetidas a diferentes condi¢des de crescimento e da solucdo de amidase
purificada foi acompanhada através de uma andlise de espectroscopia por FTIR.

Apds a liofilizagdo das fracgdes S, IS e da solugdo de amidase purificada, foram
preparadas pastilhas em KBr e analisadas por FTIR num espectrofotdometro Tensor 27
da Bruker. De modo a obter espectros com elevada razdo S/N (sinal/ruido) foi utilizada
uma resolugdio de 4 cm™ e foram efectuados 400 varrimentos numa gama de absor¢ao

de 400-4000 cm™.
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2.2.9- Solubiliza¢do da amidase nos corpos de inclusio

A fim de avaliar a capacidade da L-Arginina ¢ da Gdn-HCI na solubiliza¢do da proteina
agregada, a fraccdo IS obtida para as diferentes condi¢des de crescimento foi
ressuspendida em solugdes de L-Arginina ou de Gdn-HCI a diferentes concentragdes
entre 0 e 1,5M.

As misturas foram colocadas a temperatura ambiente com agitagdo orbital durante 24
horas. Apos esse periodo, a mistura foi lavada varias vezes por ultrafiltragio com
tampdo fosfato de soédio 10 mM pH 7.2; a fim de eliminar residuos dos agentes
solubilizantes (L-Arginina ¢ Gdn-HCI) e seguidamente centrifugada a 9840xg durante
30 min a 4°C. Foram obtidas as fracgdes soluvel (S°) e insolavel (IS’) como

representado na Figura 1.

Q 9840xg; 30 min %

Extracto Total (ET)

Incubar & Ty, com
0:0,25;0,5; 1; 1,25

e 1,5 M L-Arginina

|—> O 9840xg; 30 min \j é,%

Fraccdo Fraccéo
Insoluvel Soluvel
(IS) )

N
vV ¥

Fraccdo Fraccio
Insoluvel Soluvel
(Is’) (S)

Figura 1- Esquema representativo de obtenciio das fracc¢des S’ e IS’ correspondentes a solubilizagio
das fracgdes IS com L-Arginina correspondentes a diferentes condi¢des de crescimento. O mesmo

procedimento foi executado para a solubiliza¢io com Gdn-HCI

Foi determinada a actividade enzimatica de amidase presente, a concentracdo de
proteina total e avaliada a sua constitui¢do em proteinas por SDS-PAGE contendo ureia

8M, para as fracgdes S” e IS’ correspondentes a solubilizacdo das frac¢des IS das
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diferentes condig¢des de crescimento. O procedimento foi efectuado de acordo com o

descrito anteriormente.
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3- Resultados e Discusséio

3.1- Efeito de parametros (ambientais) na producio da amidase

De modo a ser avaliada a influéncia de parametros na producdo da amidase
nomeadamente, a temperatura de crescimento, concentracdo de IPTG e stress celular
causado pelo etanol, as células E.coli IM 109 que contém clonado o gene da amidase
selvagem de Pseudomonas aeruginosa 8602 foram cultivadas em meio LB variando a
temperatura de incubagdo (37°C ou 25°C) e na presenga ou auséncia de etanol a 3%
(v/v).

A sintese da amidase foi induzida por adi¢do de diferentes concentragdes de IPTG (0.,1;
0.,4; 0,7 e ImM) ao meio de cultura durante a fase exponencial (este tempo foi definido
como o tempo zero para as culturas). Quando as culturas atingiram a fase estaciondria,
procedeu-se a producdo do extracto celular total (ET) e a separagdo da fracg¢do solavel
(S) da fracg@o insolavel (IS), tal como referido nos materiais e métodos.

A quantificagdo da actividade enzimatica da amidase e correspondente proteina total
presente nas fracgdes S e IS para as diferentes condigdes de crescimento permitiu
representar as Figuras 1 e 2. Estas figuras ilustram a influéncia dos diversos pardmetros
de crescimento na producdo de proteinas e em particular a amidase sob uma forma

soluvel e/ou agregada.
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Figura 1- Efeito da temperatura, concentracio de IPTG (mM) e adicdo de 3% etanol (+E) na
concentracio de proteina nas fracc¢des soliveis (S) e insoliveis (IS) de células de E.coli pKK WT

submetidas a diferentes condicdes de crescimento.
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Figura 2- Efeito da temperatura, concentracio de IPTG (mM) e adicdo de 3% etanol (+E) na

Actividade Especifica(UI'mmg proteina)

actividade especifica da amidase nas fracgdes soltiveis (S) e insoliveis (IS), de células de E.coli pKK

WT submetidas a diferentes condi¢des de crescimento.

Na Figura 1 é possivel observar o evidente aumento da quantidade de proteinas na

frac¢d@o soluvel a 25°C face a 37°C (excepto para as condigdes de 0.7 e | mM IPTG) e
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isto torna-se principalmente notorio na presenca de etanol. Para além disso, no geral
todas as condi¢gdes possuem aproximadamente a mesma quantidade de proteina
aglomerada na frac¢do IS independentemente da varia¢do da temperatura ou presenca
de etanol verificando-se a maior quantidade de proteina aglomerada para as condi¢des
com 0.4 mM de IPTG.

Como se pode constatar pela Figura 2 somente as condi¢des a 37°C a partir de 0,4 mM
de IPTG inclusive produziram maior actividade de amidase associada a frac¢do S
relativamente a frac¢do IS (excepto para a condi¢do de ImM IPTG, 0,7 mM IPTG e
ImM IPTG ambas na presenga de etanol). Aparentemente, estas parecem ser as
condi¢des adequadas a produgdo de maior quantidade de amidase na forma soltivel. No
entanto, é possivel verificar que todas as condi¢des de crescimento produziram corpos
de inclusdo biologicamente activos, devido a existéncia de actividade enzimatica de
amidase associada as frac¢des insoltuveis em todas as condi¢des de crescimento sendo
evidente que, no geral, mas principalmente a 25°C ha notoriamente uma maior
actividade de amidase associada a frac¢do IS comparativamente a fracgio S.

Foi possivel comprovar a existéncia destes corpos de inclusdo apds a visualizagdo a um
microscopio de luz polarizada, de células produzidas para as diversas condi¢des de
crescimento testadas, como representado na Figura 3, onde as areas mais escuras no
interior das células correspondem a corpos de inclusdo, que sd@o mais densos que o resto

da célula.

¥

Figura 3- Corpos de inclusdo no interior de células Escherichia coli pKK WT. Imagem obtida

através de um microscépio de luz polarizada (1000x).

De facto a 25°C, como se pode constatar pelos valores de taxa especifica de crescimento
e tempo de duplicacdo da Tabela 1, o crescimento € mais lento o que possivelmente
permite a expressao de proteinas maioritariamente na forma soltvel como foi verificado
por Vasina e Baneyx especificamente para a proteina PreS2-S’-B-galactosidase ',

podendo este facto ser também observado na Figura 1. Isto é particularmente notdrio na
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presenca de etanol pois, como era esperado, na presenga de temperaturas ndo ideias e
7 . .
etanol 7 o crescimento celular torna-se mais lento favorecendo o correcto enrolamento

461 em que neste caso, a amidase adquire uma forma biologicamente

das proteinas
activa, no entanto ao contrario do que era esperado, esta agrega substancialmente.
Verificou-se ainda que nas condi¢des a 25°C as frac¢des soluveis apresentam uma
menor actividade enzimatica de amidase face as fracgdes insoluveis, apesar da
quantidade de proteina nas frac¢des soluiveis ser maior, o que aparentemente indica que
a amidase para esta temperatura agrega maioritariamente livre de contaminantes numa
forma biologicamente activa e esta observacdo foi posteriormente confirmada por
PAGE nativa. Apesar de ndo tdo evidente o mesmo sucede para as condi¢des de
crescimento a 37°C onde, no geral, também foi obtida igual ou maior quantidade de
proteina nas frac¢des S relativamente as IS. A 37 °C as fracgdes IS possuem na
generalidade igual ou maior actividade enzimatica que as respectivas frac¢des S o que
indica que a quantidade de amidase expressa relativamente as outras proteinas ¢
bastante maior, excepto para 0,4 mM de IPTG, 0,7 mM de IPTG e 0,4 mM IPTG na
presenca de etanol.

Deste modo, quando se avalia a necessidade de solubilizag¢do e extrac¢do do enzima o
processo de purificacdo fica mais facilitado a partir das frac¢des insoltveis, tal como foi

78] Em oposicdo, nas fraccdes soliveis existe na

referido por Singh e Panda
generalidade uma elevada quantidade de proteina face a quantidade de amidase,
traduzida pela baixa actividade enzimatica destas frac¢des, querendo assim dizer que
nas frac¢des soluveis para além da amidase existem muitas outras proteinas
contaminantes, principalmente a 25 °C. Estes resultados foram confirmados pela anélise
electroforética de todas as frac¢des em PAGE.

Constata-se também que na maioria das condi¢des de crescimento a actividade
enzimatica ¢ maior na presenca de etanol e este facto verifica-se tanto na frac¢do S
como na frac¢do IS (excepto para concentra¢des de 0,7 mM de IPTG a 37°C na
presenca de etanol). Este comportamento sucede pois como vdarios estudos
demonstraram, o choque do etanol pode induzir a sintese de chaperonas intracelulares
de modo a reparar os danos celulares, além de que o etanol promove uma expressdo
lenta das proteinas, o que ird facilitar a expressio da amidase numa forma

biologicamente activa 167
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A maior actividade enzimatica obtida na frac¢do soluvel, foi para a condi¢do de 0.4 mM
IPTG + Etanol a 37°C enquanto nas fracgdes IS a maior actividade enzimatica obtida foi
para a condi¢do de 0,70 mM IPTG+ Etanol a 25°C (aproximadamente 1,00 Ul/mg
proteina), detendo também a ultima a maior actividade enzimatica comparativamente as
frac¢des soluveis das diversas condigdes de crescimento. Além desta condicdo de
crescimento, pode ainda ser constatado através do Figura 2 que existem outras
condi¢des com uma actividade enzimatica também relativamente elevada,
nomeadamente a de 0,1 e 0,4 IPTG + Etanol a 25°C. Assim, a presen¢a de etanol e a
temperatura de 25°C parecem ter um papel extremamente importante na obtengdo de
amidase com actividade biologica que agrega sob a forma de corpos de inclusdo
biologicamente activos. Uma observa¢do que outros autores ja haviam constatado
ocorrer em outras proteinas, nomeadamente na clostridium thermocellum endoglucanase
D, que permaneceu biologicamente activa apesar de estar agregada oty

Foi também determinada a taxa especifica de crescimento e tempo de duplicacdo para

todas as condic¢des de crescimento, tendo sido obtidos os seguintes resultados:

% proteina % amidase
Tem?oecr;utura |(1:;IT\:§] n(h™ tq(h) r::)lativa especifica
S IS S IS
0,1 0,0566 | 12,246 | 46,0 | 54,0 | 18,8 81,2
0,1 +E 0,0521 13,304 | 644 | 35,6 | 263 73,7
0,4 0,0551 12,580 | 53,5 | 46,5 | 59,0 41,0
37°C 0,4+E 0,0501 13,835 | 484 | 51,6 | 63,2 36,8
0,7 0,0694 9,988 703 | 29,7 | 69.5 30,5
0,7+E 0,0502 | 13,808 | 77.0 | 23,0 | 444 55,6
1 0,0691 10,031 | 69.5 | 30,5 | 48,8 51,2
1+E 0,0603 | 11,495 | 69.9 | 30,1 | 494 50,6
0,1 0,0492 | 14,088 | 75.4 | 24.6 | 26,1 73,9
0,1 +E 0,0407 | 17,031 | 74,0 | 26,0 | 15,7 84,3
0.4 0,051 13,591 56,6 | 434 21,0 79.0
25°C 0,4+E 0,0408 | 16,989 | 81.4 | 18,6 | 33,8 66,2
0,7 0,0451 15369 | 75,1 | 24,9 | 39,9 60,1
0,7+E 0,0401 17,285 | 74.7 | 25,3 | 20,8 79,2
1 0,0502 | 13,808 | 43.8 | 56,2 | 243 75,7
1+E 0,0424 | 16,348 | 70.6 | 29.4 | 39,5 60,5

Tabela 1- Valores de taxa especifica de crescimento e tempo de duplica¢io para as culturas de
células de E.coli pKK WT submetidas a diversas condi¢des de crescimento. Efeito dos parametros
de crescimento na produc¢fo de proteina e amidase especifica nas fracc¢des soldveis e insoliveis das

células.
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De acordo com a tabela anterior verifica-se assim que as condi¢gdes de crescimento de
25°C e na presenca de etanol sdo as que apresentam uma menor taxa especifica de
crescimento e consequentemente um maior tempo de duplicacdo. De facto como era
esperado, na presencga de temperaturas ndo ideias e etanol, o crescimento celular ¢ mais
lento o que favorece a obten¢@o de maiores actividades enzimaticas, pois ocorrera maior
expressdo da amidase numa forma biologicamente activa *°!.

Verifica-se ainda através da Tabela 1 que tal como ja foi referido, a % de proteina nas
fracgdes S das diversas condig¢des de crescimento € maior comparativamente as frac¢des
IS, e uma vez que as frac¢des IS possuem na generalidade maior actividade enzimatica
(Figura 2), entdo o enzima existente nestas € principalmente a amidase pois a
quantidade de proteina total presente nas fracg¢des insoluveis € baixa, o que ¢ uma
vantagem pois ndo sdo necessarios inimeros processos de purificaco.

Por outro lado, observou-se também que para as condi¢des de crescimento a 25°C as
fracgdes IS tém maior % de amidase relativamente as fracgdes S, estando de acordo
com o que foi referido anteriormente, pois € nas frac¢des IS a 25°C que existe uma
maior actividade enzimatica. Para a maioria das condigdes a 37°C, a diferenca de % de
amidase ndo é tdo significativa, pois a actividade enzimatica de ambas as frac¢des ¢
relativamente proxima.

A andlise electroforética de todas as frac¢des soliveis e insoliveis preparadas
confirmaram as anteriores consideragdes. A Figura 4 representa uma analise por SDS-
PAGE em gel de resolugdo de 10 % com 8M de ureia, das proteinas produzidas no
extracto celular total (ET), fraccdo soluvel (S) e frac¢do insoluvel (IS) de culturas
induzidas com 0,7 mM IPTG a 25°C e 37°C, na presenca e auséncia de etanol. Para as

restantes concentragdes de IPTG foi obtido um perfil idéntico.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

66 KDa

45 KDa
24.5 KDa
14,3 KDa

+
Figura 4- Andlise SDS-PAGE 10 % com 8 M ureia do perfil de proteinas produzido nas diferentes
fraccdes da estirpe recombinante de E.coli pKK WT em meio LB com ampicilina na presenca de
0,7 mM IPTG efectuada de acordo com o método descrito nos Materiais e métodos. Pogos: 1- 25°C+
Etanol, ET; 2- 25°C+ Etanol, IS; 3- 25°C+ Etanol, S; 4- 25°C, ET; 5- 25°C, IS; 6- 25°C, S; 7- 37°C+
Etanol, ET; 8- 37°C+ Etanol, S; 9- 37°C+ Etanol, 1S; 10- 37°C, ET; 11- 37°C, S; 12- 37°C, IS; M-
Marcadores de Mr conhecida: BSA (66000 Da), Ovalbumina (45000 Da), a—Quimiotripsina (24500
Da) e Lisozima (14300 Da) de cima para baixo. A posi¢io da subunidade da amidase foi assinalada

na figura.

A determinac¢do de Mr da banda assinalada em todos os pogos, foi efectuada com base

na curva de calibragdo representada na Figura 5.
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Figura 5- Determinacio de Mr da subunidade da amidase por SDS-PAGE em gel de resolu¢io 10

% com 8 M ureia esquematizado na Figura 4. As fraccdes contendo amidase e os padrdes foram
colocados no mesmo gel. Os marcadores de Mr conhecida esquematizados na Figura 4 em M séo:

BSA (66 KDa); Ovalbumina (45 KDa); a- Quimiotripsina (24,5 KDa) e Lisozima (14,3 KDa).

A referida proteina assinalada na Figura 4 encontra-se em todas as frac¢des de todas as
condi¢des de crescimento, € o seu Mr corresponde ao Mr da subunidade da amidase, ou
seja, 37,9 KDa estando de acordo com resultados ja publicados para este enzima 31,

Tal como esperado, foi possivel verificar que as frac¢des IS da condig@o de 0,7 IPTG a
25°C (pogos 2 e 5), apresentam uma banda predominante em oposi¢do as respectivas
fracgdes S (pogos 3 e 6) em que foram observadas muitas outras proteinas. Este mesmo
comportamento foi verificado em todas as condi¢des de crescimento efectuadas a 25°C
bem como para 37°C. No entanto, parece evidente que os corpos de inclusdo das
fracgdes IS a 25°C sdo bastante mais homogéneos que a 37°C (pogos 9 e 12). No
entanto, nas condi¢cdes a 37°C a banda da proteina mais intensa ¢ ainda assim
predominantemente a da amidase, o que podera facilitar o processo de recupera¢do do
enzima "%,

Foi ainda possivel confirmar através da andlise electroforética, em todas as condi¢des de
crescimento submetidas ao choque do etanol, que as fracgdes IS (aqui representadas nos
pocos 2 e 9) apresentam menor quantidade de proteina (banda menos intensa)
relativamente as fracgdes IS na auséncia de etanol (respectivamente pogos 5 € 12), uma

vez que na presenca de etanol o crescimento celular ¢ mais lento e, tal facto, traduz-se

numa menor quantidade de proteina produzida.
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Uma andlise electroforética em PAGE nativa com gel de resolucio de 7.5% das frac¢des
obtidas nas diferentes condi¢des de crescimento celular permitiu avaliar a actividade
enzimatica associada as diferentes fracg¢des.

Como pode ser verificado na Figura 6, todas as proteinas presentes nas diferentes
fraccoes foram visualizadas usando o método de coloragdo de nitrato de prata,
nomeadamente no gel B e C. E comparativamente géis idénticos, respectivamente A e

D, foram corados especificamente para a actividade enzimatica da amidase “in situ”.

910 11 12 13 14 15 16

A B C D

Figura 6- Andlise PAGE nativa 7,5% do perfil de proteinas produzido nas diferentes fracgdes
isoladas das células de E.coli pKK WT, em meio LB com ampicilina na presenca de 0,7 mM IPTG.
A) e D) Determinacdo da actividade enzimatica “in situ” no gel de poliacrilamida de acordo com o
procedimento descrito nos materiais e métodos; B) e C) Gel corado com nitrato de prata. Pocos: 1,
5-37°C, S; 2, 6- 37°C, IS; 3, 7- 37°C + Etanol, S; 4, 8- 37°C + Etanol, IS; 9, 13- 25°C, S; 10, 14- 25°C,
IS; 11, 15- 25°C + Etanol, S; 12, 16- 25°C + Etanol, I1S; M- Marcadores de Mr conhecida: BSA
(196000 Da-trimero, 132000 Da-dimero, 66000 Da-mondémero), Ovalbumina (45000 Da),
Mioglobina (17800 Da) e Lisozima (14300 Da) de cima para baixo.

Observou-se na Figura 6, que todas as frac¢Ges foram separadas em mais que uma
banda na PAGE nativa, mesmo as frac¢des IS das condigdes a 25°C que em SDS-PAGE
revelavam a existéncia de uma banda predominante.

Mais ainda, nos doseamentos da actividade de amidase “in sifu” ambas as bandas
assinaladas na Figura 6 demonstraram actividade enzimatica, como se pode verificar
nos pogos 1-4 e 13-16, o que faz parecer que estas duas bandas sio variantes da amidase
uma vez que a separagdo neste tipo de electroforese ocorre em fungdo da carga e da
massa das proteinas.

Para além disso, foi verificado que a intensidade da coloragdo do gel “in situ™ esta

relacionada com a actividade enzimatica das frac¢des. Como seria de esperar, a
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coloragdo “in situ” é mais intensa para as frac¢des a 25°C (pogos de 13 a 16) do que a
37°C (pogos de 1 a 4) e notoriamente mais intensa para as frac¢des IS de 25°C (pogos 14
e 16). Este comportamento foi verificado para as frac¢des de todas as condi¢des de
crescimento.

Também se constatou novamente o facto de as fracgdes IS a 25°C conterem
predominantemente bandas correspondentes a amidase, sugerindo que os corpos de
inclusdo nestas condigdes s3o maioritariamente constituidos pelo enzima
biologicamente activo (pogos 10 e 12). Em oposi¢do haverd outras proteinas associadas
as fracgoes IS dos crescimentos a 37°C (pogos 6 e 8), no entanto a amidase estara em
maior quantidade relativamente a estas, dada a intensidade da sua banda.

A determinac¢do de Mr da banda assinalada em todos os pogos, foi efectuada com base

na curva de calibragdo representada na Figura 7.

4 N
Log Mr=-1,343Rf+ 5,395
54 BSA R2=0,990
52
5,0
= 48 4 Amidase
ﬁ. (153 KDa) Ovalbumina
(=]
- 4.6
v
44 -+ Amidase
a4z | UKD Mioglobina™~&__ L isozima
4,0
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
\_ MobilidadeRelativa (Rf) J

Figura 7- Determinacio de Mr da amidase por PAGE nativa em gel de resolucéio de 7,5 % a partir
da Figura 6. As frac¢des contendo amidase e os padrdes foram colocados no mesmo gel. Os
marcadores de Mr conhecida esquematizados na Figura 6 em M sdo: BSA (196 KDa-trimero, 132
KDa- dimero, 66 KDa-monomero); Ovalbumina (45 KDa); Mioglobina (17,8 KDa) e Lisozima (14,3
KDa).

A mobilidade da banda assinalada na Figura 6 permitiu determinar o valor de Mr
obtendo-se os valores de 190 KDa e 153 KDa. No entanto, a determinagdo de Mr das
proteinas por PAGE nativa ndo pode ser feita rigorosamente, uma vez que a separagao

neste tipo de electroforese ocorre em fun¢do da carga e da massa, assim o valor de Mr
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da amidase nativa é aproximadamente 230KDa, mas em PAGE nativa geralmente
assume um valor aproximado de 150 KDa, sendo que os resultados obtidos estdo de
acordo com resultados publicados para este enzima por Karmali ef al !''?.

Tendo em conta que a SDS-PAGE e a PAGE nativa das frac¢des S de todas as
condig¢des testadas revelaram que a amidase nestas frac¢des se encontra na presenga de
outras proteinas contaminantes, tornou-se necessario proceder a purificacdo de enzima
soluvel, de modo a avaliar quais as altera¢des estruturais no enzima que justifiquem a

agregacdo em todas as condi¢des de crescimento, sob uma forma biologicamente activa.

3.2- Purificacio da amidase

A amidase da estirpe recombinante de E.coli pKK WT foi purificada através de um
procedimento envolvendo varios passos. O objectivo consistiu em utilizar um
procedimento que se revelasse rapido e eficiente, dai se recorrer apenas a uma
purificagdo em pequena escala.

A utilizacdo de uma etapa de desnaturacdo térmica inicial e de um procedimento
cromatografico, a cromatografia de afinidade em Sepharose 6B epoxiactivada com
acetamida, permitiu obter uma solu¢do de amidase purificada e aparentemente
homogénea.

A Figura 8 demonstra o comportamento cromatografico de purificagdo da amidase por

cromatografia de afinidade.
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Figura 8- Perfil cromatogrifico de purifica¢io da amidase por cromatografia de afinidade em
Sepharose 6B epoxi-activada com acetamida. A amidase foi eluida da coluna com um gradiente
linear de 40:40 mM acetamida:hidroxilamina a pH 7. Legenda: Absorvincia das frac¢des a 280 nm
(rosa); gradiente de concentracio de acetamida/hidroxilamina (verde) e a actividade enzimatica das

fraccdes (azul).

Na Figura 8, pode verificar-se que se obteve maior actividade de amidase (fracgédo 30)
na elui¢do com 40 mM de acetamida/hidroxilamina. Na verdade, as fracgdes 4 e 12
também apresentaram uma elevada actividade enzimatica de amidase, indicando
elevadas perdas de enzima durante a etapa da lavagem.

Com base no cromatograma obtido (Figura 8) foram reunidas as frac¢oes de 20 a 24 e
da 30 a 33 inclusive para constituirem a solu¢do de amidase purificada por apresentarem
maior actividade enzimatica. No entanto, rejeitaram-se frac¢des posteriores e anteriores
contendo ainda actividade enzimatica mas que apresentavam valores de Aygg superiores,
o que fazia supor a existéncia de outras proteinas contaminantes.

A pureza da solu¢do de amidase purificada obtida durante as diferentes etapas de
purifica¢do foi seguidamente confirmada por electroforese PAGE nativa com gel de
resolugdo de 7,5%.

A Figura 9 ilustra a presenga de outras proteinas contaminantes para além da amidase ao
longo das varias etapas de purificagdo, nomeadamente no extracto celular e no extracto

celular desnaturado.
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+

Figura 9- Analise por PAGE nativa com gel de resoluciio de 7,5% das diferentes etapas do processo
de purificacio da amidase. Pogos: 1- extracto celular (10 pg); 2- extracto celular desnaturado (10 pg);
3- solugdo de amidase purificada em tampdo TMEGB (10 pg); M- Proteinas marcadoras de Mr
conhecido: BSA (196000 Da-trimero, 132000 Da-dimero, 66000 Da-mon6mero), Ovalbumina (45000
Da), Mioglobina (17800 Da) e Lisozima (14300 Da) de cima para baixo.

Torna-se evidente uma diminui¢ido do nimero de proteinas contaminantes ao longo das
varias etapas do processo de purificagdo. Assim, existe uma substancial diminui¢ido do
nimero de bandas de proteina no extracto celular desnaturado (pogo 2) face ao extracto
celular (pog¢o 1). Quanto a solu¢do de amidase purificada (pogo 3) pode observar-se
nitidamente a existéncia de trés bandas, sendo que estas bandas também estio presentes
no extracto celular e extracto celular desnaturado. O calculo de Mr das proteinas
representadas pelas bandas assinaladas na Figura 9 permitiu concluir que estas
correspondiam a amidase. A determina¢@o de Mr das bandas assinaladas foi feita com

base na curva de calibragdo representada na Figura 10.
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Figura 10- Determinacio de Mr da amidase por PAGE nativa 7,5% a partir da Figura 9. As
fraccdes contendo amidase e os padrdes foram colocados no mesmo gel. Os marcadores de Mr
conhecida esquematizados na Figura 9 em M sdo: BSA (196 KDa-trimero, 132 KDa- dimero, 66
KDa- monomero); Ovalbumina (45 KDa); Mioglobina (17,8 KDa) e Lisozima (14,3 KDa).

Sendo assim o valor de Mr das referidas proteinas ¢ de 163 KDa, 134 KDa e 39 KDa.
Quanto as duas primeiras bandas, possivelmente s@o diferentes formas poliméricas da
amidase nativa, o que estd de acordo com resultados ja publicados por Karmali er al
U121 A proteina de Mr inferior (39 KDa) podera corresponder ao Mr da subunidade da
amidase. Apesar da separa¢fo neste tipo de electroforese ser em fun¢fo da carga e da
massa das proteinas, possivelmente durante o processo de purificagdo, ou mesmo
durante a corrida electroforética, podera ter ocorrido desnaturagdo do enzima o que
levou ao aparecimento da referida banda de Mr inferior. Os resultados obtidos na Tabela
2 quanto ao factor de purificag@o do processo de purificagdo fazem prever a obtengio de
uma solucdo de amidase purificada homogénea como ficou demonstrado na PAGE

nativa.
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Actividade Rendimento
Proteina
Concentracio Total Actividade Especifica Actividade Factor
ota
(mg/mL) (mg) Total (UI) (Ul/mg Enzimatica Purificacio
mg
proteina) (%)
Extracto
0.98 1.48 6.78 4.57 100.00 1.00
celular
Extracto
celular 0.82 0,82 6.00 7.30 88.52 1.59
desnaturado
“Pool”
0.0065 0.077 4.27 54.93 62.94 12.01
afinidade

Tabela 2- Tabela de purificacio da amidase da estirpe recombinante E.coli pKK WT.

De acordo com a Tabela 2 a amidase recombinante produzida pela E.coli pKK WT foi
purificada aproximadamente 12 vezes, com um rendimento de aproximadamente 63%.
Esta solucdo de amidase purificada foi equilibrada em tampao de fosfato de sodio 10
mM a pH 7.2 e posteriormente liofilizada de modo a ser possivel proceder a uma anélise

por FTIR da estrutura secundaria deste enzima.

3.3- Analise espectroscopica por FTIR da agregacio

A espectroscopia FTIR ¢ uma ferramenta que permite a andlise da expressdo das
proteinas. Para agregados como ¢ o caso dos corpos de inclusdo, a espectroscopia FTIR
¢ muito utilizada para analisar proteinas, a partir da analise das bandas amida que sdo
devidas a vibragdo do esqueleto peptidico (8]

As frequéncias de grupos de maior interesse para estudos estruturais das proteinas sdo a
amida I e amida II.

As bandas de absor¢do da amida I sdo devidas & vibragdo de alongamento do grupo
carbonilo, enquanto que a banda da amida II estd associada a curvatura N-H e C-N. A
regido da amida I € utilizada com frequéncia para determinar a estrutura secundaria da
proteina. A amida II apesar de ndo ter sido ainda muito estudada, apresenta elevada
sensibilidade para avaliar alteragdes na estrutura secundaria da proteina 1891,

As alteragcdes nas bandas de amidas num espectro de infravermelho sdo geralmente
devidas a modificagdes na estrutura secundaria das proteinas. No entanto, pequenas

alterag¢des na frequéncia vibracional das amidas, podem ser devidas a modifica¢des das
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ligagdes de hidrogénio envolvidas nas ligacdes peptidicas **l. As ligagdes (ou pontes)
de hidrogénio estabilizam a estrutura das proteinas sendo essenciais para a catalise.

A espectroscopia vibracional é um dos poucos métodos que permite a avaliagio directa
da forga dessas ligagdes. Assim, a medida que a frequéncia diminui aumenta a for¢a das
ligagdes de hidrogénio e vice-versa [**],

Deste modo, foram avaliadas por espectroscopia de FTIR as frac¢des S, IS e a solugdo
de amidase purificada de modo a compreender o fenomeno de agregacdo da amidase
recombinante e a obteng¢do de corpos de inclusdo biologicamente activos.

As diversas frac¢des (S e IS) obtidas nas diferentes condigdes de crescimento e a
solu¢do de amidase purificada foram liofilizadas e preparadas em pastilhas de KBr para

as andlises de FTIR. O software OPUS™' foi utilizado para a aquisicdo e edicdo dos

espectros de FTIR.

e Amida I
Quanto a regido da amida [ entre 1600 e 1700 em™, 0 modo vibracional mais utilizado
na analise da estrutura secundéria de proteinas, as caracteristicas espectrais observadas
sdo devidas maioritariamente a estruturas secundarias nomeadamente, hélices-o
aproximadamente entre 1650-1658 cm™ e folhas-B entre 1620-1640 cm’™ (13
As Figura 11 e Figura 12 mostram, respectivamente, o espectro de absorvancia no

infravermelho em funcdo da frequéncia, da frac¢do IS das células crescidas na presenca

de 3 % de etanol e induzidas com 0,7 mM IPTG a 25°C e 1 mM IPTG a 37 °C.
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Figura 11- Espectro de FTIR na regido da amida 1 da fraccdo IS de células de E.coli pKK WT
crescidas com 0,7 mM IPTG e 3 % de Etanol a 25°C.
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Figura 12- Espectro de FTIR na regido da amida 1 da fraccdo IS de células de E.coli pKK WT
crescidas com 1 mM IPTG e 3 % de Etanol a 37°C.
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A Figura 13 também mostra o espectro de absorvancia na regido da amida I do espectro
de infravermelho da solu¢do de amidase obtida por purificagdo.

Uma comparagdo destes espectros revela uma elevada semelhanga espectral na regido
da amida I (1600-1700 cm") 0 que sugere a presenca de amidase agregada nas fracgdes
IS das células submetidas a diferentes condi¢des de crescimento. De facto nos espectros
obtidos para todas as fracgdes IS é visivel a banda da amida I centrada a 1657 cm™.

Nas Figuras 11, 12 e 13 pode verificar-se uma linha plana de base nas frequéncias entre

-1 . P, . sor s ~
1800-2000 cm™ o que sugere poucas interferéncias e é um critério de correc¢ao dos

espectros I 141
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Figura 13- Espectro de FTIR na regiio da amida I da solucio purificada da amidase recombinante

de E.coli pKK WT.

No entanto, os espectros das frac¢des IS mostram o aparecimento de uma banda
centrada a 1740 cm™ que nédo ocorre no espectro da solugio de amidase purificada, que
reflecte a vibragdo dos grupos éster dos fosfolipidos presentes na membrana celular
associados aos fragmentos celulares resultantes da lise e que niio foram removidos '),

De modo a clarificar as diferencas entre os espectros de FTIR obtidos para as diversas
frac¢des nas diferentes condigdes de crescimento, foi representada a segunda derivada

destes espectros.
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A banda da amida I consiste em muitas bandas sobrepostas que representam diferentes
elementos de estrutura secunddria da proteina tal como hélices-a, folhas-f3, voltas e
outras, no entanto estas bandas componentes ndo conseguem ser resolvidas e
observadas individualmente no espectro original. De modo a aumentar a separagdo
destas bandas sobrepostas utilizam-se técnicas de aumento de resolugdo como a segunda
derivada do espectro de absor¢ao. Na segunda derivada os picos positivos no espectro
original de FTIR tornam-se bandas negativas na mesma regido da segunda derivada do
espectro *¥1,

Através da andlise dos componentes da banda da amida I pela segunda derivada (Figura

14) verificou-se que a banda da amida I do espectro de FTIR da amidase purificada ¢

composta por trés bandas: 1628; 1637.5 e 1657 em™.
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Figura 14- Espectro de segunda derivada na regifio da amida 1 da solucdo purificada da amidase

recombinante de E.coli pKK WT.

A andlise do espectro da segunda derivada da banda da amida I das frac¢des IS das
diferentes condi¢des de crescimento de 25°C revelou que esta é composta por trés
bandas componentes situadas a aproximadamente: 1632, 1657 e 1683 cm’” (Figura 15).

O mesmo tipo de comportamento surge no espectro da segunda derivada da banda da
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amida | das fracgdes IS das diferentes condigdes de crescimento de 37°C sendo esta

composta por trés bandas; 1636, 1658 e 1682 cm™ (Figura 16).
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Figura 15- Espectro da segunda derivada na regiio da amida I da frac¢do IS da condi¢do de
crescimento de E.coli pKK WT com 0,7 mM IPTG e 3 % de Etanol a 25°C.
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Figura 16- Espectro de segunda derivada na regido da amida 1 da fracciio IS de células de E.coli
pKK WT crescidas com 1 mM IPTG e 3 % de Etanol a 37°C.
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Em todos os casos, o componente principal da banda da amida I observada a
aproximadamente 1657 pode ser associado a estrutura em hélice-o.. Quanto as bandas
duplas, 1628 e 1637 cm™ do espectro de FTIR da amidase purificada da Figura 14 sio
caracteristicas da estrutura em folhas-p antiparalela e paralela, respectivamente !'®!.

A observacdo das Figuras 15 e 16 correspondentes ao espectro de FTIR das frac¢des IS
revelam que estas duas bandas convergem numa unica situada a 1632 e 1636
respectivamente e este comportamento foi também verificado para todas as frac¢oes IS
de outras condi¢des de crescimento.

Aparentemente o enzima agrega nas frac¢des IS ocorrendo uma desorganizagdo da
arquitectura nativa das suas folhas-, ocorrendo um rearranjo por formacgdo de
interacgdes intermoleculares, o que € corroborado pela presenga de uma banda intensa a
aproximadamente 1680 cm™ no espectro de todas as fracgdes '),

Foi ainda avaliada para cada uma das frac¢des, a largura a meia altura da banda da
amida [ do espectro de FTIR. Deste modo foi possivel avaliar interac¢des
intermoleculares responsaveis pela agregagdo, uma vez que quanto maior o alargamento
da regido da amida I, maior a intensidade destas interac¢des, tal como verificado por
Muyonga et al no caso especifico do colagénio !''*),

Na Figura 17 estdo representadas as larguras do pico da amida I dos espectros de FTIR
para as fracgdes IS de todas as condi¢des de crescimento e também para a solugdo de

amidase purificada.
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Figura 17- Largura a meia altura do pico da amida I do espectro de FTIR das fraccdes IS das
células crescidas em diferentes condi¢des de crescimento, nomeadamente para temperaturas de
25°C e 37°C (azul escuro e claro respectivamente), diferentes concentracdes de IPTG (mM) e

presenc¢a de 3% de etanol (+E), e da solu¢io de amidase purificada (rosa).

Através da Figura 17 é possivel verificar nitidamente que a banda da amida I do
espectro de FTIR de todas as fracgdes IS estudadas apresenta uma largura a meia altura
superior a do enzima purificado (soltvel), representativa do aumento das interacgdes
intermoleculares com a agregac¢do. Assim, tal como assumido anteriormente verifica-se
a existéncia de proteina agregada sob a forma de corpos de inclusdo em todas s
condi¢des de crescimento.

Na anadlise da segunda derivada dos espectros de FTIR na regido da amida I de todas as
frac¢des IS foi possivel observar duas bandas componentes principais, em que uma
delas esta posicionada na regido entre 1650-1658 cm™ e outra em 1620-1640 cm™, que
podem ser atribuidas respectivamente a estruturas em hélices-a e folhas-f agregadas
881 'O célculo da razdo entre a absorvancia a 1620-1640 cm™ (folhas-B agregadas) e a
absorvéncia a 1650-1658 cm’™ (hélice-a) da segunda derivada do espectro de FTIR para
todas as frac¢des IS nas diversas condi¢des de crescimento permitiu avaliar a diferente
contribui¢do destas componentes para a estrutura da amidase agregada. Os resultados
obtidos estdo representados na Figura 18 e foram comparados com a razdo entre a

contribuicdo das folhas-p intramoleculares ®8 2 1637,5 cm™ e a contribui¢do das
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hélices-o. a 1657 em” na segunda derivada do espectro de FTIR para a amidase

purificada.
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Figura 18- Razio dos valores de absorvincia entre as bandas a 1630 cm™ e a 1657 em™ da segunda
derivada do espectro de FTIR das frac¢des IS das diferentes condi¢cdes de crescimento,
nomeadamente para temperaturas de 25°C e 37°C (azul escuro e claro respectivamente), diferentes
concentracdes de IPTG (mM) e presenca de 3% de etanol (+E), e da solucio de amidase purificada

(rosa).

Como pode ser facilmente observado, no geral as frac¢des IS contém amidase agregada
que demonstra um aumento do seu conteudo em folhas-p agregadas, comparativamente
ao enzima purificado. Esta observagdo foi também verificada para outras proteinas
agregadas em corpos de inclusio 1431,

De um modo geral as condigdes a 25°C formam maior quantidade de folhas-p agregadas
que as condigdes a 37°C, principalmente na presenga de etanol e notoriamente estas sdo
as condi¢des com maior actividade enzimatica associada as fracgdes IS.

Esta situa¢do foi também comprovada face a desvios na frequéncia dos picos
representativos das folhas-f agregadas na segunda derivada dos espectros de FTIR das
fracgdes IS obtidas em diferentes condigdes. De facto o grupo carbonilo ¢ muito

[89]

sensivel a ligacdes de hidrogénio ™ e ¢ comum verificar-se na regido da amida [ um

desvio para uma frequéncia mais baixa que resulta de um aumento do numero ou

54




Capitulo Il — Resultados e Discussdo

formagcdo de ligagdes de hidrogénio mais fortes I**. Como pode ser observado na Figura
19 o pico atribuido as folhas-f agregadas nas fracc¢des IS das células crescidas a 25 °C
estd a uma frequéncia de 1632 cm™ (verde). Nas fracgdes IS das células crescidas a 37
°C este pico ocorreu a uma frequéncia maior de 1636 cm™ (rosa) que as condi¢des a 25
°C (verde) o que pode ser atribuido a folhas-B agregadas contendo ligagcdes de
hidrogénio mais fracas. Mais ainda, foi verificada a presenga de uma banda a 1683 cm’”!
de menor intensidade para os agregados obtidos a 37 °C (rosa) relativamente aos
agregados a 25 °C (verde) e que pode ser atribuida a folhas-p agregadas contendo
ligagdes intermoleculares mais fracas. Os resultados demonstraram que, face as
condi¢des a 37 °C, as condi¢des a 25 °C formaram amidase agregada sob a forma de
corpos de inclusdo com maior conteido de folhas-p agregadas por interac¢des
intermoleculares, principalmente na presenca de etanol, e sdo estas as condi¢des que

formam corpos de inclusdo com elevada actividade biologica.
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Figura 19- Comparac¢io da segunda derivada dos espectros de FTIR na regido da amida I da
amidase purificada (azul) e das fracc¢des IS das seguintes condi¢des de crescimento: 1 mM IPTG +

Etanol a 37°C (rosa) e 0,7 mM IPTG + Etanol a 25°C (verde).
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e Amidall

Uma vez que a banda da amida I ¢ mais sensivel aos efeitos da hidratac;z"xolsq]
observagoes da regido da amida Il permitem avaliar de uma forma mais eficiente
alteracdes devidas a modificagdes conformacionais da proteina na agregacéo. Para além
disso, a absor¢do pelo vapor de agua atmosférico interfere menos nesta regido e ¢ uma
regido menos afectada por possiveis distor¢des dos espectros e pela amplificacdo do
ruido que podera surgir quando se utilizam técnicas de aumento da resolugdo como a
segunda derivada dos espectros 1Y

Assim, sera estudada a regido da amida II entre 1500 e 1600 cm™. As caracteristicas
espectrais observadas nesta regido sdo devidas maioritariamente a absor¢des que dizem
respeito as estruturas secundérias em hélices-o aproximadamente entre 1540-1545 c¢m™
e folhas-P entre 1520-1530 cm™ (191

As Figura 20 e 21 mostram respectivamente o espectro de absorvancia no infravermelho
das fracgdes IS da condi¢do de crescimento com 0,7 mM IPTG e etanol a 25 °C e 1 mM
IPTG a 37 °C e etanol. Nestes espectros € visivel a banda da amida II centrada a 1545
cm”. O mesmo se verifica para a Figura 22 onde o espectro de absorvancia no

infravermelho da solugdo de amidase purificada demonstra a presenga da banda da

amida II centrada a 1545 cm™.
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Figura 20- Espectro de FTIR na regido da amida Il da frac¢do IS de células de E.coli pKK WT
crescidas com 0,7 mM IPTG e 3 % de Etanol a 25°C.
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Figura 21- Espectro de FTIR na regido da amida II da frac¢do IS de células de E.coli pKK WT
crescidas com 1 mM IPTG e 3 % de Etanol a 37°C.
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Figura 22- Espectro de FTIR na regido da amida Il da solugdo purificada da amidase recombinante

de E.coli pKK WT.

A observagdo da segunda derivada do espectro na regido da amida II da amidase

purificada (Figura 23) revela que esta é composta por trés bandas: 1524, 1545 e 1557

em™ a semelhanga da regido da amida I. A banda a 1557 cm™ podera ser atribuida a
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contribui¢des das cadeias laterais de residuos de aminoacidos acidos, nomeadamente do
grupo carboxilo de Asp e Glu ou da extermidade C-terminal da proteina . As bandas
a frequéncias mais baixas, 1545 e 1524 cm™ serdo possivelmente as bandas da amida I
que reflectem diferentes estruturas secundarias do enzima "', A primeira podera ser
atribuida a estrutura em hélice-a e a ultima devida a estruturas em folhas-f3. O mesmo
tipo de atribui¢des podera ser efectuada nas Figuras 24 e 25 que representam a segunda
derivada do espectro de FTIR das frac¢des IS em diferentes condi¢des de crescimento,
mas desta feita para as bandas a 1545 cm™ e aproximadamente 1515 cm™.

Alguns desvios foram observados na banda representada na Figura 26, atribuida a
folhas-P nos espectros da segunda derivada da regido da amida II para as frac¢des IS das
diferentes condi¢des de crescimento. Uma vez que a banda da amida II surge das
vibragdes do grupo N-H, frequéncias mais baixas sdo atribuidas a grupos de proteina
estabelecendo ligagdes de hidrogénio mais fortes. Esta situacdo pode ser verificada no
geral para as folhas-p atribuidas ao pico de aproximadamente 1512 em” e 1514 cm™
(rosa e verde) presentes nas frac¢des IS das diferentes condi¢des de crescimento no
espectro da segunda derivada, o que significa que ao estarem agregadas estabelecem
ligagdes de hidrogénio mais fortes que as folhas-B da solucdo de amidase purificada
(azul) que tem uma frequéncia de 1524 cm’.

A observagdo detalhada das Figuras 24 e 25 revela um aumento nitido da contribui¢do
do pico a 1557 ecm™ na segunda derivada do espectro das frac¢des IS para as diferentes
condigdes de crescimento face a segunda derivada do espectro de FTIR do enzima puro.
A existéncia desta banda foi devida a alteragdes na protonacdo ou ligacdes de
hidrogénio nas cadeias laterais de residuos de aminoacidos como o Asp e Glu ou na
extermidade C-terminal da proteina que surgem como consequéncia da agregacio, neste
caso sendo maior para as condigdes a 25 °C na presenca de etanol e que parece ter

favorecido a actividade bioldgica dos agregados.
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Figura 23- Espectro de segunda derivada na regiio da amida Il da solucio purificada da amidase

recombinante de E.coli pKK WT.
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Figura 24- Segunda derivada do espectro de FTIR na regido da amida Il da fraccdo IS de células de
E.coli pKK WT crescidas com 0,7 mM IPTG e 3 % de Etanol a 25°C.
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Figura 26- Comparacido da segunda derivada dos espectros de FTIR na regido da amida II da
amidase purificada (azul) e das fraccdes IS das seguintes condi¢des de crescimento: 1 mM IPTG +

Etanol a 37°C (rosa) e 0,7 mM IPTG + Etanol a 25°C (verde).

As fracgdes IS constituidas por enzima agregada com elevadas actividades enzimaticas
d ; i cwsa : . : -1
emonstraram uma maior contribui¢do relativa do pico a aproximadamente 1515 cm

. -1 L
face ao pico a 1545 cm™ revelando um aumento da contribuicdo das folhas-p
relativamente ao enzima puro, o que pode ser confirmado na Figura 27.
Para as restantes condi¢cdes de cultura o enzima agregado nas fracgdes IS,
aparentemente mantém uma estrutura secundaria semelhante a estrutura do enzima
purificado no entanto aparentemente esta estrutura ndo favorece a actividade bioldgica

dos agregados.
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Figura 27- Razio dos valores de absorvincia da segunda derivada da amida II dos espectros do

FTIR, no pico a 1515 em” e 1545 em™ das fraccdes 1S das diferentes condicdes de crescimento
nomeadamente para temperaturas de 25°C e 37°C (azul escuro e claro respectivamente), diferentes
concentracdes de IPTG (mM) e presenca de 3% de etanol (+E), e da solu¢do de amidase purificada

(rosa).

Assim, a diminui¢do de actividade enzimatica nos corpos de inclusdo podera ser devida
a ocorréncia de interac¢des intermoleculares nas suas folhas-f com uma estrutura mais
aproximada da proteina purificada, e estas interac¢des entre varias moléculas de
proteina poderdo dificultar o acesso do substrato ao centro activo da amidase que esta
localizado numa volta entre uma folha-§ ¢ uma hélice-a 27 ¢/ou diminufrem a liberdade
conformacional do enzima necesséria a catélise enzimatica "1,

Em oposicdo alteracdes conformacionais devidas a agrega¢do poderdo manobrar a
proteina favoravelmente no desempenho da sua actividade bioldgica possivelmente
facilitado por um crescimento mais lento.

Na auséncia de ligagdes dissulfureto intermoleculares, a elevada termoestabilidade da
amidase parece estar dependente de factores como o efeito hidrofébico, liga¢des de
hidrogénio, etc *’1. As ligagdes de hidrogénio apresentam um papel importante na
formag¢do de corpos de inclusdo, uma vez que a agregacdo podera ser devida a um

aumento de interac¢des intermoleculares por ligacdes de hidrogénio.
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Assim, apesar das condi¢des de crescimento de 37°C apresentarem uma estrutura mais
semelhante com a estrutura nativa como se verifica na Figura 26, sdo as ligagdes de
hidrogénio que se estabelecem intermolecularmente nas folhas-f que originam a
existéncia de corpos de inclusdo e consequentemente uma diminui¢do da actividade
enzimatica pois como ja foi referido, estas interac¢des nas folhas-f3 poderdo dificultar o
acesso do substrato ao centro activo do enzima e/ou diminuirem a liberdade
conformacional do enzima necessaria a catalise enzimatica diminuindo assim a sua
capacidade para catalisar reacgdes enzimaticas.

Assim, os corpos de inclusdo menos activos agregaram com uma estrutura semelhante a
do enzima soluvel (solu¢do de amidase purificada) e este facto sugere uma solubilizag¢ao
dos corpos de inclusdo com um solubilizante fraco nomeadamente L-Arginina "%,

deste modo tentar-se-a a solubiliza¢do do enzima numa forma biologicamente activa.

Ensaios semelhantes foram realizados com Gdn-HCI.

e Analise de Estrutura da Fraccio Soluavel (S) e Solucdo de Amidase Purificada

Em relacdo as fracgdes soluveis (S) representadas na Figura 28, verifica-se que os
espectros destas frac¢des diferem dos espectros da solu¢do de amidase purificada, uma
vez que os picos de maior absorvdncia ndo correspondem aos das fraccdes S,
principalmente na regido da amida II. Este facto foi também verificado para as restantes
condi¢des de crescimento.

Este comportamento ocorre porque as fracgdes soluveis (S) das diversas condi¢des de
crescimento possuem outras proteinas contaminantes para além da amidase,
“mascarando” assim a sua presenca, o que foi confirmado por andlise electroforética,
em SDS-PAGE com 8 M ureia, das fraccdes obtidas nas diferentes condi¢des de

crescimento (Figura 4).
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Figura 28- Comparacio da segunda derivada dos espectros de FTIR da amidase purificada (azul) e
das fraccdes S nas seguintes condicdes de crescimento: 1 mM IPTG + Etanol a 37°C (rosa) e 0,4

mM IPTG + Etanol a 25°C (verde).

3.4-  Solubiliza¢do dos corpos de inclusio com L-Arginina e Gdn-HCI

A solubiliza¢do dos agregados formados nas diferentes condi¢des de crescimento foi
efectuada por mistura das frac¢des insoltveis IS das células recolhidas com solugdes de
diferentes concentragdes de L-Arginina ou de Gdn-HCI. Apoés a separacdo das fracgdes
soluveis (S”) e insolaveis (IS*), foi avaliada a actividade enzimdtica de amidase e a
quantidade de proteina presente.

Os resultados esquematizados nas Figuras 29 e 30 representam a actividade especifica
de amidase ndo recuperada, associada as frac¢des IS apds a solubilizagdo com
diferentes concentragdes de L-Arginina dos agregados das frac¢des IS obtidas nas
condi¢des de crescimento a 25 °C e 37 °C, respectivamente. Como pode ser observado,

a utilizagdo de concentragdes de L-Arginina de 0.25; 0.5 e 1 M (tonalidades rosa)
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resultou em menores actividades de amidase associadas a frac¢do IS’ de todas as
condi¢des de crescimento. Esta andlise sugere que para concentragdes de L-Arginina
superiores a 1,25 M inclusive (tonalidades azuis) ocorrera menor capacidade de
solubilizagdo dos agregados.

Para além disso, os resultados demonstram que a solubilizagdo dos agregados obtidos
para as condi¢des a 25 °C aparenta ser menos eficiente que para os agregados obtidos a
37 °C uma vez que no geral os ultimos apresentaram menor actividade enzimatica
associada as fraccdes IS’, tendo-se obtido a menor actividade enzimatica associada a
fracgdo IS’ para a solubilizagdo com 1 M de L-Arginina dos agregados obtidos a 37 °C e
0.4 mM de IPTG na presenca de etanol.

A observacdo das Figuras 31 e 32 confirma os resultados referidos anteriormente. As
Figuras 31 e 32 representam a actividade especifica de amidase recuperada na frac¢do
solavel S* apoés a solubilizagdo com diferentes concentracdes de L-Arginina, dos
agregados obtidos nas condi¢des de crescimento a 25 °C e 37 °C, respectivamente.
Como se pode verificar, para todos os agregados as concentragdes de 1,25 e 1,5 M de L-
Arginina (tonalidades azuis) originaram uma menor actividade enzimatica de amidase
recuperada na fraccido S” comparativamente a concentragdes mais baixas de L-Arginina

1031 hossivelmente o

(tonalidades rosa). Tal como ja referenciado por outros autores
enzima na presen¢a de elevadas concentragdes de L-Arginina pode sofrer uma
desactivagdo. Apesar da L-Arginina ser utilizada como fraco solubilizante,
concentragdes elevadas poderdo ndo facilitar o reenrolamento da proteina numa
estrutura biologicamente activa. Em oposi¢do, para concentragdes de L-Arginina de
0,25; 0.5 e 1 M (tonalidades rosa) verifica-se um aumento da actividade enzimatica de
amidase associada a fraccdo S’ o que sugere que estas concentragdes sdo adequadas

para a solubilizacdo dos agregados obtidos, com melhores resultados obtidos na

presenca de 1 M de L-Arginina (violeta).
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Figura 29 - Efeito da concentragfio de L-Arginina na solubilizacio dos agregados obtidos para
diferentes condicdes de crescimento a 25 °C e sujeitos a diferentes concentragdes de IPTG (mM) e
presenca de 3% de etanol (+E). A actividade especifica de amidase associada as fracc¢des insoliveis

(IS’) obtidas apos a solubilizacdo foi determinada como referido nos Materiais e métodos.
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Figura 30 - Efeito da concentragfio de L-Arginina na solubilizacio dos agregados obtidos para

diferentes condicdes de crescimento a 37 °C e sujeitos a diferentes concentragdes de IPTG (mM) e
presenca de 3% de etanol (+E). A actividade especifica de amidase associada as fracgdes insoliveis

(IS’) obtidas apos a solubilizacdo foi determinada como referido nos Materiais e métodos.
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Pela andlise das Figuras 31 e 32, observa-se uma maior actividade de enzima associada
a fracgdo S’ na solubilizagdo com 1 M de L-Arginina (violeta) dos agregados obtidos
nas condi¢des de 25 °C na presenca de etanol utilizando 0,4 mM e 0,7 mM IPTG, tendo-
se obtido 43.08 Ul/mg proteina e 45,29 Ul/mg proteina respectivamente.

Tal como se constatou na Figura 2, foram estas condi¢gdes a 25 °C que apresentaram as
mais elevadas actividades enzimaticas de amidase agregada sob a forma de corpos de
inclusdo, respectivamente 0,62 Ul/mg proteina e 1,00 Ul/mg proteina, o que indica uma
recuperagdo de enzima para a fracgdo S’ de aproximadamente 70 e 45 vezes,
respectivamente. Para todas os agregados obtidos foi efectuado o célculo da razao entre
actividade enzimatica de amidase recuperada (fraccdo S°) e actividade enzimatica de
enzima agregado (frac¢@o IS) denominada por actividade residual, e permitiu obter a

representacdo da Figura 33.
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Figura 31 - Efeito da concentra¢iio de L-Arginina na solubilizacio dos agregados obtidos para
diferentes condicdes de crescimento a 25 °C e sujeitos a diferentes concentragdes de IPTG (mM) e
presenca de 3% de etanol (+E). A actividade especifica de amidase associada as fraccdes soliiveis

(S’) obtidas apés a solubiliza¢fo foi determinada como referido nos Materiais e métodos.
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Figura 32 - Efeito da concentra¢io de L-Arginina na solubilizacdo dos agregados obtidos para

diferentes condicdes de crescimento a 37 °C e sujeitos a diferentes concentragdes de IPTG (mM) e

presenca de 3% de etanol (+E). A actividade especifica de amidase associada as fraccdes soliveis

(S’) obtidas ap6s a solubilizagfio foi determinada como referido nos Materiais e métodos.
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Figura 33 — Valores da razdo entre a actividade especifica de amidase recuperada na fraccio

solivel (S"), apos solubilizacdo com diferentes concentracdes de L-Arginina, e a actividade

especifica de enzima presente na frac¢io insolivel (IS) das diferentes condi¢des de crescimento,

nomeadamente para temperaturas de 25°C e 37°C, diferentes concentragdes de IPTG (mM) e

presenca de 3% de etanol (+E).

68




Capitulo Il — Resultados e Discussdo

r
90.0
80.0 +
70,0 -
- 0 M L-Arginina
= 600
= 0.25 M L-Arginina
7 500 -
o 0.5 M L-Arginina
£ 400
= ——1 M L-Arginina
= 300 £
T 200 - ——1.25 M L-Arginina
10.0 - —1.3M L-Argnmna
0.0
Q.~\ \x((” Qb‘ 5.’3/ QI-\ ,\x((’ ™ \XQ' Q.-\ \XQ/ Q?‘ b‘x@ Q,‘\ ’\XQ/ N \,S/
T T o oF o ol
25°C 37°C

p
Figura 34 - Valores da razdo entre a actividade especifica de amidase recuperada na fraccio
insoliivel (IS’), apos solubilizacdo com diferentes concentragdes de L-Arginina, e a actividade
especifica de enzima presente na frac¢iio insolivel (IS) das diferentes condi¢des de crescimento,
nomeadamente para temperaturas de 25°C e 37°C, diferentes concentragdes de IPTG (mM) e

presenc¢a de 3% de etanol (+E).

Pela andlise da Figura 33 ¢ notorio um rendimento mais elevado na solubilizag¢do dos
agregados com a utiliza¢do de solugdes de L-Arginina com concentragdes de 0,25; 0.5 e
1 M (tragados rosa), obtendo-se para esta tltima concentracdo os melhores resultados.
Em oposi¢do, uma quantidade excessiva de L-Arginina podera ter originado uma forte

interac¢do entre L-Arginina e as moléculas agregadas (121]

0 que impediu o
reenrolamento e podera explicar porque o rendimento da solubilizagdo decresce para as
concentragdes de L-Arginina superiores de 1,25 e 1,5 M (tragados azuis). A Figura 34
representa os valores da razdo entre a actividade enzimatica de amidase ndo recuperada
(fraccdo IS”) e actividade enzimatica de enzima agregado (frac¢do IS) por solubilizag¢do
com diferentes concentragdes de L-Arginina. No geral ocorreu um aumento de
actividade enzimética nos agregados apos a incuba¢@o com L-Arginina. No entanto, ¢
notorio que a utilizagdo de concentracdes elevadas de L-Arginina (tracados azuis na
Figura 34) levou a um maior rendimento de actividade de enzima obtida numa forma

agregada (IS’) face as concentragdes mais baixas de L-Arginina que favoreceram a

obten¢do do enzima na forma soluvel (S’) (tragados rosa na Figura 33).
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Como ja referido, geralmente para os agregados obtidos a 37 °C ocorre maior
recuperagdo do enzima na forma soluvel (Figura 33) por solubilizagdo
comparativamente aos agregados obtidos a 25 °C. Nomeadamente, na solubiliza¢do com
1 M de L-Arginina da fracc¢do IS (Figura 33), da condi¢do de crescimento a 37 °C com
0,7 mM IPTG em etanol, obteve-se aproximadamente 329 vezes maior actividade
enzimatica de amidase recuperada na frac¢do solavel (S°). Adicionalmente, foi
verificado que na auséncia de L-Arginina (0 M) (tracado cinzento) ocorreu
solubilizagdo da amidase agregada apesar de, neste caso se ter verificado um
rendimento muito baixo de recuperagdo do enzima. Tal facto podera ser devido a
simples agitacdo dos agregados a temperatura ambiente, o que fard prever a fragilidade
das interacgdes responsaveis pela agregacdo da amidase, sendo que mais uma vez neste
caso, ocorrera maior rendimento de recuperagdo nos agregados formados a 37 °C.

O desenvolvimento de uma técnica de solubilizagdo tem de ter em conta o tipo de
agregados apresentados pela proteina de interesse ', Neste caso, tendo em conta a
estrutura que os agregados do enzima apresentavam e, que ficou demonstrada
anteriormente, pareceu conveniente a utilizagdo da L-Arginina para uma eficiente
solubilizagdo dos agregados formados. Apesar do mecanismo de supressio da
agregacdo pela L-Arginina ainda ndo ser bem compreendido, alguns autores,
nomeadamente Tsumoto e al, sugerem que suprime as interac¢des intermoleculares

1221 Neste caso, a amidase quando agregou nas células

entre as moléculas agregadas [
que cresceram em condigdes a 37 °C, esta apresentou uma estrutura secundaria bastante
semelhante a nativa (Figura 26, rosa) com interac¢des intermoleculares. Em oposi¢éo,
nas células crescidas a 25 °C o enzima agregou substancialmente demonstrando maior
conteudo em interac¢des intermoleculares (Figura 19, verde). Possivelmente em ambos
0s casos, a supressdo da formacio dos agregados insoluveis podera ser explicada pelo
facto da L-Arginina actuar por diminui¢do das interac¢des intermoleculares
responsaveis pela agregacdo. A obten¢do de um rendimento de solubilizacdo mais
elevado para os agregados a 37 °C podera ser consequéncia do menor conteido destas
interaccdes presentes nestes face aos agregados obtidos a 25 °C.

Quanto a solubilizagdo com o forte agente desnaturante Gdn-HCI dos agregados obtidos
em todas as condi¢des de crescimento, as frac¢des obtidas (S° e IS”) apresentaram uma
actividade especifica muito baixa ou nula. De facto, este agente caotrdpico (104] promove

a desnaturagdo da estrutura nativa de proteinas e apds eliminagdo deste, o reenrolamento

70




Capitulo Il — Resultados e Discussdo

da proteina podera ser facilitado. No entanto, no caso de enzimas multiméricas, como ¢
o caso da amidase, o enrolamento e associagdo ficard dificultada devido a complexidade
do enzima, o que podera ser responsavel pela inactivagido dos agregados verificada apos
a solubilizacdo.

O perfil de proteinas das frac¢des (S° e IS’) recuperadas apods solubilizagcdo dos
agregados com L-Arginina foi obtido por electroforese em SDS-PAGE com 8M ureia
com gel de resolu¢do de 10 %. Na Figura 35 encontra-se o resultado obtido por
solubilizagdo na presen¢a de diferentes concentracdes de L-Arginina dos agregados

obtidos na condi¢do de crescimento a 25°C com 0,7 mM IPTG e na presenca de etanol.

4 5

66 KDa

45 KDa
24.5 KDa T e S F
14,3 KDa — B
+

Figura 35- Anilise SDS-PAGE 10% com 8M ureia do perfil de proteinas produzido na fracg¢fo
solivel (S°) e insolivel (IS’), obtidas apo6s incubacio, com diferentes concentracdes de L-Arginina,
da fraccéo insolivel (IS) da condi¢iio de crescimento a 25°C com 0,7 mM IPTG e etanol. Pogos: 1-
IS’, 0,25 M L-Arginina; 2- §°, 0,25 M L-Arginina; 3- IS’, | M L-Arginina; 4- S°, I M L-Arginina; 5- IS’,
1,5 M L-Arginina; 6- S, 1,5 M L-Arginina; M- Marcadores de Mr conhecida: BSA (66000 Da),
Ovalbumina (45000 Da), c—Quimiotripsina (24500 Da) e Lisozima (14300 Da) de cima para baixo.

A posicio da subunidade da amidase foi assinalada na figura.

O calculo de Mr da proteina assinalada nos varios pogos da Figura 35, permitiu concluir
que a banda correspondia a subunidade da amidase. A determina¢do de Mr
correspondente foi efectuada com base na curva de calibrag¢do esquematizada na Figura
36. A mobilidade da banda assinalada na Figura 35 (pog¢os 2 e 4), permitiu determinar
por interpolagdo na curva de calibragdo o valor de 39,3 KDa, que corresponde, de
acordo com resultados ja publicados para este enzima, ao Mr da subunidade da amidase

: 13
de Pseudomonas aeruginosa 131
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Figura 36- Determinacio de Mr da subunidade da amidase por SDS-PAGE 10% a partir da Figura
35. As fraccgdes contendo amidase e os padrdes foram colocados no mesmo gel. Os marcadores de
Mr conhecida esquematizados na Figura 35 em M sio: BSA (66 KDa); Ovalbumina (45 KDa); a—
Quimiotripsina (24,5 KDa) e Lisozima (14,3 KDa).

Na Figura 35 os resultados obtidos demonstram claramente que a amidase se encontra
em maior concentra¢do na frac¢do S’ (pogos 2 e 4) que na fracgdo IS’ (pogos 1 e 3,
respectivamente) apos a solubilizagdo com concentragdes de L-Arginina de 0,25e¢ 1 Me
este facto explica o aumento de aproximadamente 45 vezes da actividade enzimatica de
enzima recuperada na frac¢do S’ na presenga deste fraco solubilizante. Adicionalmente,
apds uma solubilizag¢do na presenca de uma concentragdo mais elevada, nomeadamente
1.5 M de L-Arginina, é visivel a presen¢a de algumas bandas no entanto estas sdo muito
ténues em ambas as frac¢des IS” e S” (pogos 5 e 6), 0 que estard associado a uma baixa
concentragdo de proteina apds solubiliza¢do com esta concentragdo de L-Arginina o que
explica a consideravel diminui¢ido da actividade enzimatica obtida apos solubilizagdo
com esta concentragdo de L-Arginina.

Este mesmo tipo de comportamento electroforético foi verificado no geral para as
fracgdes S* e IS’ obtidas ap6s solubilizagdo com diferentes concentracdes de L-Arginina
dos agregados obtidos nas restantes condigdes de crescimento.

Conclui-se assim, que o enzima foi solubilizado com sucesso por um processo simples,
utilizando a L-Arginina numa concentrac¢do ideal de 1 M, obtendo-se aumentos de
actividade enzimatica de amidase recuperada para todos os agregados obtidos e, em

especial para as condi¢gdes a 37 °C onde se verificaram recuperagdes da ordem de 329
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vezes. A utiliza¢do de um agente desnaturante como a Gdn-HCI no revelou ser uma

boa opc¢do face a inactivagdo da amidase que ocorreu apos a solubiliza¢do do enzima.
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4- Conclusdes

Os resultados demonstraram que houve formacdo de amidase agregada na forma de
corpos de inclusdo em todas as condi¢des de crescimento.

A fracgdo soluvel com maior actividade bioldgica foi obtida para as condi¢des a 37°C a
partir de 0,4 mM de IPTG inclusive. O que indica que estas condigdes parecem ser mais
adequadas a produgdo de maior quantidade de amidase na forma soltvel.

Verificou-se ainda que a adi¢do de etanol nas condi¢des de crescimento de 25°C,
permitiu uma elevada expressdo de amidase que agregou na forma de corpos de
inclusdo biologicamente activos, apresentando para determinadas condigdes um
aumento de 60 % de actividade especifica em relagdo a frac¢ido soluvel. Aparentemente
baixas temperaturas e a presenca de etanol favorecem o aumento de actividade
enzimatica da amidase agregada uma vez que foi verificado que para estas condigdes o
crescimento celular ¢ mais lento, possibilitando o correcto enrolamento do enzima na
obtenc¢ao da sua estrutura nativa.

Uma andlise espectroscopica por FTIR permitiu o estudo das alteragdes estruturais
responsaveis pela agregacdo nas diferentes condigdes de crescimento e pela obtengao de
agregados biologicamente activos.

Os resultados demonstraram nitidamente para todas as condi¢des de crescimento que 0s
corpos de inclusdo formados apresentavam um aumento do conteudo em folhas-#
agregadas como consequéncia de um aumento de interac¢des intermoleculares face ao
enzima nativo, como foi também demonstrado ter ocorrido para outras proteinas por
outros autores, nomeadamente para a interleucina-2 (431,

Este estudo permitiu verificar que os corpos de inclusdo obtidos nas condi¢des de
crescimento a 37°C apresentam uma estrutura semelhante a estrutura demonstrada pela
solu¢do de amidase purificada, em oposi¢do aos agregados obtidos nas condigdes de
25°C. A menor actividade biologica demonstrada pelos corpos de inclusdo produzidos a
37°C podera resultar do facto das interacgdes intermoleculares estabelecidas pelas
folhas- agregadas dificultarem o acesso do substrato ao centro catalitico do enzima
e/ou diminuirem a liberdade conformacional do enzima necessaria a catalise enzimatica
(1

A solubilizag¢do do enzima agregado foi efectuada com sucesso para todas as condi¢des
de crescimento com L-Arginina (fraco solubilizante). Verificou-se que, para todas as

condi¢des, apds a utilizagdo de L-Arginina em contacto com os agregados, a amidase
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estava presente maioritariamente na frac¢do soluvel, atingindo maior rendimento de
solubilizagdo para as condi¢des a 37°C e, em particular, para a condi¢do de 0,7 mM
IPTG na presenca de etanol. Este facto podera ser justificado tendo em conta que, a 37
°C, os agregados formados apresentaram menor quantidade de interac¢des
intermoleculares que a 25 °C. Tendo em conta que a L-Arginina ¢ referenciada como

(193] ¢ dada a

supressora da agregacdo por impedimento de interac¢des intermoleculares
menor quantidade de interac¢des a 37 °C, atingiu-se assim um maior rendimento de
solubilizagdo nestes agregados.

Quanto a solubilizagdo dos corpos de inclusdo na presenga de Gdn-HCl o enzima
demonstrou uma significativa diminui¢do da sua actividade enzimatica, no entanto tal
era esperado visto a Gdn-HCI ser um forte agente desnaturante o que possivelmente
destruiu a estrutura do enzima agregado. Neste caso uma etapa de renaturagdo adicional
tornaria o processo menos expedito e possivelmente diminuiria o rendimento de
obtengdo do enzima solivel. A L-Arginina possivelmente torna o processo de
solubilizagdo facilitado devido a condi¢des mais moderadas de solubilizagdo e que
resultam numa aparente diminui¢do das interac¢des intermoleculares responsaveis pela
agregacgdo [103]

No final deste trabalho surgem ainda algumas consideragdes que devem ser tomadas em
aten¢do para o desenvolvimento de um processo de produgdo de amidase com elevado
rendimento. Em primeiro lugar ha que avaliar a necessidade de maior ou menor pureza
da solucdo de enzima pretendida face as varias aplicacdes da amidase de Pseudomonas
aeruginosd.

Segundo os resultados previamente demonstrados, na maioria das condi¢des de
crescimento a 37°C a amidase possui maior actividade na forma soluvel que agregada.
Nestes casos, para melhorar o rendimento de produ¢do de enzima solivel poder-se-a
proceder a solubiliza¢do dos corpos de inclusdo, processo este que para os agregados
formados a esta temperatura demonstra elevado rendimento, no entanto outras proteinas
contaminantes estdo presentes nos corpos de inclusdo assim o grau de pureza do enzima
ndo sera tdo elevado.

Quanto as condigdes de crescimento a 25°C, os corpos de inclusdo formados sao
bastante homogéneos e biologicamente activos principalmente na presenca de etanol, ou

seja a maior parte da proteina agregada ¢ a amidase. Tal facilita o processo de obtengao

do enzima numa forma maioritariamente pura. Igualmente o processo de solubilizagao
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destes agregados ¢ relativamente simples e linear o que facilita a obtengdo do enzima

com elevada actividade biologica.
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5- Perspectivas Futuras

Como perspectivas futuras deste trabalho experimental propdem-se a andlise de outros
parametros de crescimento na produg¢do de amidase para além dos estudados
nomeadamente, diferentes temperaturas (para além de 25°C e 37°C), diferentes gamas
de pH, alteracdo da velocidade de agitagdo e diversas concentragdes de oxigénio.

De modo a confirmar o efeito da L-Arginina e da Gnd-HCI na solubilizagdo da amidase
torna-se necessario um estudo das alteracdes conformacionais e tipo de interac¢des na
agregacdo por espectroscopia de infravermelho (FTIR) nos corpos de inclusdo
solubilizados com estes agentes.

E importante ainda salientar, que actualmente nio existe uma técnica que forneca
informacgdo acerca de todos aspectos da estrutura das proteinas. Assim, uma possivel
solu¢do consiste em caracterizar determinada proteina recorrendo-se a diversas técnicas
estruturais e a informagdo recolhida podera ser correlacionada de modo a dar uma
caracterizacdo quimica e fisica mais completa da proteina em diversas condigdes,
nomeadamente por NMR (ressonancia magnética nuclear) ou CD (dicroismo circular).
Para além da L-Arginina, na solubilizacdo poderdo ser utilizados outros aditivos,
nomeadamente ciclodextrinas, prolina ou polietilenoglicol que, & semelhanca da L-
Arginina, sdo conhecidos por suprimir a agrega¢do das proteinas por inibicdo das
interac¢des intermoleculares. Além destes supressores de agrega¢do também poderdo
ser utilizados aditivos potenciadores de enrolamento, nomeadamente sacarose e glicerol
de modo a verificar o seu efeito no reenrolamento da proteina e obtengdo de um melhor
rendimento de recuperac¢do da amidase dos corpos de inclusao.

Para além da E.coli, utilizada no presente trabalho também se podem analisar em outros
microrganismos produtores de amidase, nomeadamente a Pseudomonas aeruginosa, a
influéncia dos parametros de crescimento na producdo do enzima evitando a formagao
de corpos de inclusdo e o tipo de estrutura e interac¢des responsaveis pelos mesmos.
Resta acrescentar que os corpos de inclusdo ndo tém apenas aspectos negativos, na
realidade a obtenc¢do de corpos de inclusdo biologicamente activos podera facilitar as
etapas de extrac¢do e obtengdo de um enzima com um elevado grau de pureza. Como
perspectiva futura de elevada relevancia podem efectuar-se estudos no sentido de
utilizar estes corpos de inclusdo biologicamente activos sem proceder a purificagdo da

amidase agregada nas inumeras vertentes de aplicacdo deste versatil enzima.
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