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para a polihidroxialcanoato sintase de Chromobacterium violaceum
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Resumo

Visando ao desenvolvimento de wum sistema heterélogo para producdo de
polihidroxialcanoatos (PHA) em Escherichia coli, clonou-se o gene da enzima PHA sintase
de Chromobacterium violaceum (phaCc,) no plasmideo pBHR69, o qual continha
previamente os genes para as enzimas p-cetotiolase (phbA) e acetoacetil-CoA redutase (phbB)
do operon de Cupriavidus necator, ambas necessarias, juntamente com a PHA sintase, para a
biossintese de PHA em E. coli. Para verificagdo da producdo de polimero em E. coli foram
transformadas com o plasmideo obtido (pRLC2) as linhagens JM101 e DHS5a. Em cultivos
ndo otimizados utilizando glicose como substrato obteve-se 1,15 ¢ 1,52 g-I"' de biomassa com
rendimento de 29,6 e 42,6 % de PHA do tipo poli(3-hidroxibutirato) nas linhagens JM101 e
DH5a, respectivamente. Estes resultados evidenciaram que a PHA sintase de C. violaceum
apresenta atividade aparentemente normal em E. coli, diferentemente do que sugeriram
estudos anteriores, permitindo, portanto, a sua utilizagdo para producao heterdloga de PHA
nesta bactéria. O modelo estrutural tedrico obtido para a enzima PhaCc, apresentou uma
triade catalitica similar a observada em lipases e outras enzimas da familia o/B-hidrolase,
sugerindo que o residuo de aspartato pertencente a triade possa também estar associado a
estabilizacdo da ligacdo enzima-substrato. Assim como nas lipases, observou-se também no
modelo a ocorréncia de uma regido possivelmente relacionada a ativacao interfacial da
enzima junto a superficie hidrofobica do granulo de PHA. As estruturas terciarias obtidas na
modelagem estrutural sugerem a necessidade de reavaliagdo dos modelos mecanisticos de
sintese atualmente propostos, uma vez que os mesmos pressupdem que o residuo de aspartato
ndo participaria da estabilizacao da ligacao enzima-substrato, possuindo unicamente a fungao

de ativacao do radical hidroxila durante a biossintese do polimero.

Palavras-chave: Chromobacterium violaceum, clonagem génica da polihidroxialcanoato

sintase, modelagem por homologia da phaC.
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Gene cloning, heterologous expression and proposition of a theoretical structural model

to Chromobacterium violaceum polyhydroxyalkanoate synthase

Author: Cleo Rodrigo Bressan
Advisors: Luismar Marques Porto; Rozangela Curi Pedrosa

Abstract

In this work, the polyhydroxyalkanoate synthase gene (phaC) from Chromobacterium
violaceum was cloned aiming the development of a heterologous system to produce
polyhydroxyalkanoate (PHA) in Escherichia coli. The phaCc, gene was isolated by PCR
using Chromobacterium violaceum genomic DNA as template and cloned in pBHR69
plasmid, previously containing B-ketothiolase and acetoacetyl-CoA reductase genes from
Cupriavidus necator, both necessary, together with PHA synthase, to PHA biosynthesis in E.
coli. In order to verify the polymer production in E. coli, IM101 and DHS5a strains were
transformed with obtained plasmid (pRLC2). Non-optimized cultures using glucose as
substrate produced 1.15 and 1.52 gL of biomass with 29.6 and 42.6% of poly(3-
hydroxybutyrate) in JM101 and DHS5a, respectively. These results show that C. violaceum
PHA synthase apparently have normal activity in E. coli, differently from that has been
suggested by previous publications, allowing its utilization to heterologous production of
PHA with this bacterium. The structural model constructed for PhaCc, showed a catalytic
triad similar to that found in lipases and other enzymes belonged to the o/B-hydrolase
superfamily, indicating that the catalytic aspartate of the triad may be involved in the
stabilization of the enzyme-substrate bond. Such as in lipases, we found in the structural
model a region probably related to interfacial activation of the enzyme together the
hydrophobic PHA granule surface. The tertiary structures found in structural modeling
suggest revision necessity in the mechanistic models previously reported in the literature for
the PHA biosynthesis, since according to these models the catalytic aspartate residue does not

participe in the enzyme-substrate bond stabilization.

Keywords: Chromobacterium violaceum, Polyhydroxyalkanoate synthase gene cloning,

Homology modeling of phaC.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Polihidroxialcanoatos (PHA) — plasticos biodegradaveis

O avangado desenvolvimento que observamos na industria petroquimica ao longo
dos anos tem nos beneficiado, dentre outras coisas importantes, com um nimero incontavel de
materiais poliméricos com propriedades bastante variadas e aplicabilidade nas mais distintas
areas. Entretanto, apesar da sua destacada relevancia como matéria-prima, os polimeros de
origem petroquimica apresentam, de uma forma genérica, uma grande limitacdo no que se
refere ao seu descarte no meio ambiente. Em fun¢do da sua dificil degradagao, associada a um
continuo aumento no consumo destes materiais, observa-se um acumulo crescente destes
produtos nos mais diferentes ecossistemas, tornando-se um problema ecologico de dificil
solucdo.

Neste contexto, o desenvolvimento de materiais poliméricos biodegradaveis com
caracteristicas semelhantes aos polimeros de origem petroquimica tem sido apontado como
uma das estratégias potencialmente viadveis para a minimizagdo destes impactos
(BRAUNEGG; LEFEBVRE; GENSER, 1998; GROSS; KALRA, 2002). Dentre os diferentes
biopolimeros atualmente em estudo para esta finalidade destacam-se os poliésteres de origem
bacteriana denominados polihidroxialcanoatos (PHA). Estes polimeros tém despertado grande
atencdo ¢ tém sido alvo de intensas pesquisas devido ao seu alto grau de similaridade fisica
com os plasticos convencionais, como o polipropileno, polietileno e outros. Grandes esfor¢os

\

vém sendo feitos em relagdo a viabilizagdo e ampliacdo das aplicagdes dos PHA como



substituintes dos plasticos de origem petroquimica (BRANDL et al, 1990; MADISON;
HUISMAN, 1999; REDDY et al., 2003).

Do ponto de vista ecoldgico é também importante salientar o fato de serem obtidos
a partir de fontes renovaveis de carbono, permitindo a concepc¢do de projetos de produgao
sustentaveis e contribuindo para a remog¢ao do CO, atmosférico. Além disso, o consumo de
energia e principalmente as emissdes de CO; ocorridas durante o processo produtivo de PHA
utilizando sistemas bacterianos s3o marcadamente menores que os observados para a
produgdo dos polimeros convencionais de origem petroquimica, como o polietileno e o
polipropileno (AKIYAMA; TSUGE; DOI, 2003).

As principais aplicagdes propostas inicialmente para estes polimeros consistiam na
sua utilizacdo como alternativa ecoldgica ao uso de polimeros petroquimicos para fabricagao
de diversos produtos descartaveis, como embalagens de cosméticos, produtos de higiene,
filmes diversos, fios, tecidos descartaveis e outros (BRANDL et al., 1990; MADISON;
HUISMAN, 1999; SQUIO; ARAGAO, 2004). Além destas aplicagdes visando a substituigio
de polimeros convencionais, os PHA tém demonstrado uma larga aplicabilidade também na
area médica por tratarem-se de polimeros termoplésticos totalmente biocompativeis e nao
toxicos, podendo ser facilmente absorvidos e metabolizados pelo organismo. Aplicagdes tém
sido propostas e testadas principalmente como matéria-prima para fabricacdo de dispositivos
utilizados em intervengdes cirurgicas e outros procedimentos, incluindo proteses Osseas,
scaffolds e substratos para o desenvolvimento celular in vitro e in vivo, materiais para
reconstituicdo de vasos sangiiineos, fios de sutura e inimeros outros dispositivos (CHEN;
WU, 2005; REDDY et al., 2003).

Além disso, estes polimeros podem atuar ainda como carreadores biodegradaveis
para liberagao gradual de diversos medicamentos, hormonios, inseticidas, herbicidas e outros.

A utilizagdo de PHA para liberagdo gradual de fArmacos como antibioticos, por exemplo, ¢



particularmente 1util no controle de infec¢des e da formagdao de biofilmes bacterianos que
podem ocorrer em implantes de proteses. Nestes casos, podem inclusive ser utilizados como
um revestimento biodegradavel da protese impedindo o estabelecimento de infecgdes e a
formagao de biofilmes durante a regeneracdo dos tecidos e a fixagdo da préotese. Os PHA
possuem varias caracteristicas que o tornam um material superior para este fim quando
comparado aos demais materiais atualmente utilizados. A taxa de liberacdo de antibidticos,
por exemplo, pode ser parcialmente controlada através da manipulacdo da composicao
monomérica do polimero (REDDY et al., 2003; ROSSI; AZGHANI; OMRI, 2004).

Alguns mondmeros apresentam ainda um potencial terapéutico. Dentre todos, o
mondmero que se destaca para estas aplicacdes ¢ o 4-hidroxibutirato encontrado em alguns
copolimeros e também conhecido como p-hidroxibutirato (GHB) (SUDESH; ABE; DOI,
2000). O 4-HB ¢ utilizado como agente anestésico intravenoso na Europa e Japdo, como
auxiliar no tratamento da narcolepsia e, mais recentemente, também sugerido para o
tratamento de sindromes de abstinéncia de alcool apo6s a descoberta de que o 4-HB aumenta
os niveis cerebrais de dopamina. A obten¢do do copolimero P(3HB-co-4HB), portanto, pode
ser muito util para o isolamento do mondomero ou desenvolvimento de dispositivos de

liberagdo gradual de 4-HB no organismo.

1.2 Diversidade estrutural dos PHA

Os polihidroxialcanoatos (PHA) constituem um grupo diversificado de poliésteres.
Sdo polimeros lineares constituidos de unidades monoméricas de hidroxialcanoatos ligadas
entre si através de ligacdes ésteres entre a hidroxila de um mondmero, geralmente ligada ao
carbono 3, com o grupo carboxilico na posicdo 1 do mondmero seguinte (Figura 1)

(ANDERSON; DAWES, 1990; OJUMU; YU; SOLOMON, 2004). Apresentam



caracteristicas fisicas que variam de polimeros termoplésticos a elastomeros em fun¢do do

comprimento das cadeias laterais, posicdo da ligacdo éster e peso molecular médio dos

polimeros (MADISON; HUISMAN, 1999; STUBBE et al., 2005; SUDESH; ABE; DOI,

2000).
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Figura 1: Formula geral e estrutura genérica de alguns tipos de PHA (OJUMU et al., 2004).

De uma forma geral, a grande maioria dos polimeros naturais descritos pode ser

classificada em dois grupos: PHA formados por mondmeros de cadeia curta, com 3 a 5

carbonos (PHA - PHA short chain length), ¢ PHA formados por mondmeros de cadeia

média, com 6 a 16 carbonos (PHA i - PHA medium chain length) (MADISON; HUISMAN,

1999) (Figura 2).
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Figura 2: Representagdo esquematica de PHA de cadeia curta (PHA,,) ¢ média (PHA,) (REHM,

2003).



Uma grande diversidade de mondmeros de hidroxialcanoatos ja foi identificada na
composi¢io de cadeias de PHA (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995) (Figura 3). Até 2003,
mais de 150 diferentes tipos de acidos hidroxialcanodicos ja haviam sido descritos como
constituintes de PHA, demonstrando o amplo potencial apresentado por estes polimeros para
utilizagdo na obtengdo de novos materiais (REHM, 2003). A melhoria e diversificacdo das
caracteristicas fisicas destes polimeros para a ampliacdo e aprimoramento das aplicagdes dos
PHA implicam, portanto, em uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na sua biossintese, de modo a permitir um controle mais preciso de sua
composi¢do monomérica ¢ peso molecular médio das cadeias formadas. Dois fatores sao
fundamentais para a determinagdo da composi¢cdo do polimero: (1) estrutura molecular do
substrato disponivel para a bactéria, o que ird determinar o tamanho dos mondomeros
disponiveis para a sintese, ¢ (2) sistema enzimatico da célula, em especial em relagdao a
especificidade da PHA sintase presente no organismo, considerada a principal enzima no
controle da biossintese dos PHA, definindo o tipo de mondmero preferencialmente
incorporado na cadeia (MADISON; HUISMAN, 1999; SUDESH; ABE; DOI, 2000).

O PHA mais abundante na natureza e produzido comercialmente em maior escala
é o poli(3-hidroxibutirato), também denominado simplesmente P(3HB) ou PHB. E formado
de unidades monoméricas de 3-hidroxibutirato (4 carbonos) e ¢ um dos polimeros obtidos
com maior facilidade nos sistemas de producdo. O PHB caracteriza-se por ser um polimero
termoplastico altamente cristalino (55 — 80% de cristalinidade) que apresenta caracteristicas
fisicas semelhantes as do polipropileno. Apresenta-se como produto relativamente quebradigo
e pouco maledvel, caracteristica esta ainda ndo completamente compreendida e alvo de muitos
estudos que visam a modificagdo destas caracteristicas nos polimeros para amplia¢ao das suas

aplicagdes (SUDESH; ABE; DOI, 2000).
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Figura 3: Alguns exemplos de mondmeros que evidenciam a diversidade estrutural dos PHA

(adaptado de REHM, 2003).

As limitagdes apresentadas pelo PHB em relacdo a sua fragilidade e elasticidade
reduzida podem ser contornadas pela incorpora¢do no polimero de mondmeros com cadeia
lateral maior. Estes mondmeros contribuem para o aumento da flexibilidade e reducdo do
ponto de fusdo e dos niveis de cristalinidade, conferindo a estes polimeros caracteristicas mais
atrativas para a industria que aquelas observadas para o PHB (MADISON; HUISMAN, 1999)
(Tabela 1). De uma forma geral, os PHA variam em fun¢do do comprimento de suas cadeias
laterais de polimeros termoplasticos (PHA,) a elastomeros (PHA ;) (STUBBE et al., 2005).

Um copolimero também bastante conhecido é o poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) ou P(3HB-co-3HV), produzido por diversos microrganismos produtores de
PHA, a partir de substrato adequado. Apresenta maior elasticidade e maleabilidade que o
P(3HB). Classicamente, a producdo deste copolimero ocorre quando ha a presenga de acido
propidnico no meio de cultura, o metabolito propionil-CoA produzido é convertido em

mondémeros 3HV pela atividade da p-cetotiolase que o condensa ao acetil-CoA



(ANDERSON; DAWES, 1990; SLATER; GALLAHER; DENNIS, 1992). A fra¢do de
monodémeros 3HV incorporada ¢ definida em fun¢do da concentragdo de acido propidnico no
meio de cultura e, também, pela especificidade da PHA sintase. Entretanto, devido a toxidade
do 4acido propidnico e ao baixo indice de conversdo do acido propionico a 3-HV, a produgao
de polimeros contendo fragcdes elevadas deste mondmero na cadeia polimérica ¢ ainda

limitada.

Tabela 1: Propriedades fisicas de alguns tipos de PHA e do polipropileno.

Tipos de polimeros

PGHB-3HV)  PGHB-4HB) P(3HO-3HHXx)

P(3HB) Polipropileno
20% 3HV 16% 4HB 11% 3HH

Temperatura de

fusio (°C) 177 145 150 61 176
Temperatura de

transicdo vitrea (°C) 2 -1 7 -36 -10
Cristalinidade (%) 70 56 45 30 60
Alongamento (%) 5 50 444 300 400

Fonte: Adaptado de Madison e Huisman (1999)

A Chromobacterium violaceum ¢ uma bactéria que possui uma aptidao
naturalmente grande a biossintese de PHA contendo 3-HV, sendo inclusive capaz de sintetizar
o homopolimero poli(3-hidroxivalerato) (P(3HV)) quando cultivada em meio contendo
unicamente acido valérico como fonte de carbono (STEINBUCHEL et al, 1993). Uma
compreensdo mais aprofundada dos mecanismos moleculares envolvidos na biossintese de
PHA em C. violaceum, bem como o conhecimento de aspectos estruturais das enzimas
envolvidas, especialmente da enzima PHA sintase, podem revelar dados importantes para a
otimizagdo e a manipulagdo do processo de biossintese de polimeros contendo 3HV e outros
mondmeros de maior peso molecular (KOLIBACHUK; MILLER; DENNIS, 1999;

PIEMOLINI, 2004).



1.3 Biologia e metabolismo dos PHA

Os polihidroxialcanoatos sdo poliésteres produzidos como substancia de reserva
energética e de carbono por diversos procariotos, ja tendo sido observada a sua ocorréncia em
pelo menos 75 géneros de bactérias gram-positivas e gram-negativas e algumas espécies de
arqueas pertencentes a Familia Halobacteriaceae (REDDY et al., 2003; REHM, 2003). Nas
células, sdo depositados intracelularmente sob a forma de granulos citoplasmaticos
hidrofébicos, com cerca de 0,2 a 0,5 um de didmetro, sendo geralmente sintetizados, nas
linhagens selvagens, em situacdes onde ha limitacdo de algum elemento essencial ao
crescimento microbiano (como nitrogénio, fosforo, enxofre, oxigénio ou magnésio) e excesso
de carbono disponivel. A quantidade acumulada, em alguns casos, chega a ultrapassar 90% do
peso seco da célula (MADISON; HUISMAN, 1999; STEINBUCHEL et al., 1998; SUDESH;

ABE; DOI, 2000).

1.3.1 Mecanismos de biossintese de PHA

Os mecanismos envolvidos na biossintese de PHA foram amplamente investigados
especialmente em Cupriavidus necator (anteriormente Ralstonia eutropha), onde as rotas
metabolicas e as respectivas enzimas e genes envolvidos na sua biossintese ja foram bem
caracterizados e definidos, sendo considerado hoje o organismo modelo para o estudo do
metabolismo do PHB e outros polimeros de cadeia curta.

O processo de sintese de PHB a partir da acetil-CoA em C. necator envolve uma

seqiiéneia de trés reacdes catalisadas, respectivamente, pelas enzimas B-cetotiolase (PhbA)',

' As siglas “pha” e “phb” sdo ambas usadas para referir-se a genes e enzimas relacionadas ao metabolismo de
PHA. De um modo geral, para os genes de C. necator ¢é utilizada a sigla “phb” por pensar-se inicialmente que
estes genes estavam relacionados a sintese exclusivamente de PHB. No entanto se sabe hoje que mesmo PHA
sintases do tipo I, incluindo a de C. necator podem produzir polimeros contendo outros mondmeros além de HB.



acetoacetil-CoA redutase NADPH-dependente (PhbB) e PHA sintase (PhbC), enzimas cujos
genes encontram-se, em muitas espécies, agrupados no genoma sob a forma de um operon. A
reacdo de sintese encontra-se esquematizada na Figura 4. Entretanto, apesar das seqiliéncias
das enzimas serem razoavelmente conservadas entre as espécies, o numero de enzimas
envolvidas na sintese ¢ a disposicdo dos respectivos genes nos operons diferem
significativamente (MADISON; HUISMAN, 1999; REHM; STEINBUCHEL, 1999). Em C.
violaceum, os genes phaC (PHA sintase) e phaA (P-cetotiolase) encontram-se sob a forma de
um operon, enquanto que o gene phaB (acetoacetil-CoA redutase) ocorre isoladamente no

genoma.

0 0 o0 OH o o]
)I\SCOA — )j\/u\scma R /\)\scm —l’\@’j\/u‘)
n

B-cetotiolase acetoacetil-CoA PHB sintase
“w. redutase 4
S
P -
™ | phoc | pnoa || phoB |

Figura 4: Ilustragdo esquematica da biossintese de PHB em Cupriavidus necator. Sao destacadas as
enzimas envolvidas e a organizagao dos respectivos genes no operon. A letra “P” indica a localizagao

do promotor do operon (adaptado de Madison e Huisman, 1999).

A reacdes de condensagdo de uma acetil-CoA com um propionil-CoA, formando
3-cetovaleril-CoA, ¢ de reducdo do 3-cetovaleril-CoA a 3-hidroxivaleril-CoA, sdo também
catalisadas por B-cetotiolases e acetoacetil-CoA redutases, respectivamente (STEINBUCHEL;
LUTKE-EVERSLOH, 2003). Em C. necator, no entanto, a reacdo de formacao do 3-
cetovaleril-CoA ¢ preferencialmente realizada pela enzima B-cetotiolase BktB, ao passo que a

B-cetotiolase PhbA encontrada no operon possui atividade quase que totalmente restrita a

Assim, atualmente a sigla empregada na descri¢do de novos genes, independentemente do tipo de PHA sintase, é
“pha”.
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formagdo de 3-acetoacetil-CoA, a qual por atividade da acetoacetil-CoA redutase dependente

de NADPH resulta na formag¢ao de 3-hidroxibutil-CoA (SLATER et al., 1998).

1.3.1.1 PHA sintases

Diferentes enzimas participam do processo de biossintese do polimero. Entretanto,
a enzima PHA sintase, responsavel pela polimerizagdio dos mondmeros de &cidos
hidroxialcan6icos em PHA, ¢ considerada uma enzima-chave no processo, determinando em
muitos casos a velocidade de sintese bem como a composi¢do do polimero formado (REHM,
2003; STEINBUCHEL; LUTKE-EVERSLOH, 2003; STUBBE et al, 2005). A enzima
catalisa a reacdo de esterificacdo entre o grupo carboxilico de uma unidade monomérica ou
polimero em formagdo e o grupo hidroxila da unidade monomérica a ser incorporada. Sdo
encontradas tanto na forma soluvel, quando o acimulo de PHA ¢ ainda reduzido, como
associadas aos granulos de PHA a medida que estes vao se formando (ANDERSON;
DAWES, 1990).

A especificidade pelo substrato apresentada pela PHA sintase ¢ um fator
determinante da composi¢ao monomérica do polimero formado. Os substratos naturais destas
enzimas sdo tioésteres-CoA de 4cidos hidroxialcandicos com um grupo hidroxila na posi¢ao
3, 4, 5 ou 6 na cadeia de carbono, com variado comprimento de cadeia e uma larga variedade
de substituintes (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995). Em C. necator, o substrato
preferencialmente utilizado pela enzima ¢ o 3HB; no entanto, foi demonstrado que esta
enzima possui uma especificidade mais ampla, podendo incorporar inclusive polimeros de
cadeia média como 3-hidroxioctanoato (3HO) e 3-hidroxidodecanoato (3HDD), formando os

copolimeros P(3HB-co-HO) e P(3HB-co-HO-co-HDD) (ANTONIO et al., 2000).
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Assim, muitos pesquisadores tém centrado suas atengdes nesta enzima visando nao
apenas a obten¢do de células mais eficientes para a sintese de PHA, mas também células
capazes de sintetizar novos polimeros (ANTONIO; STEINBUCHEL; REHM, 2000;
KICHISE; TAGUCHI; DOI, 2002; MATSUMOTO et al., 2005). Mais de 60 genes de PHA
sintases ja foram clonados e seqilienciados em eubactérias e muitos outros sdo revelados nos
bancos de dados de seqiiéncias de procariotos através de buscas por homologia
(STEINBUCHEL; LUTKE-EVERSLOH, 2003).

Pelo menos quatro classes diferentes de PHA sintases podem ser identificadas em
relacdo a sua estrutura primaria, especificidade pelo substrato e nimero de subunidades que as
compdem (POTTER; STEINBUCHEL, 2005; REHM, 2003). As classes I e II consistem de
enzimas com apenas um tipo de subunidade, provavelmente ativas sob a forma dimérica e
com massa molecular entre 61 kDa e 73 kDa; entretanto, diferem em relagao a especificidade
pelo substrato. As enzimas da classe [ (C. necator ¢ C. violaceum, por exemplo) estdo
relacionadas a sintese de PHA,, enquanto que as enzimas da classe II (diversas espécies de
Pseudomonas) sintetizam polimeros com cadeia lateral média (PHA,). As classes III e IV
estdo representadas por enzimas compostas por duas subunidades distintas: PhaC/PhaE na
classe III (4llochromatium vinosum) e PhaC/PhaR na classe IV (Bacillus megaterium), ambas
as classes associadas a sintese de PHA (Tabela 2). Nas classes IIl e IV, os dimeros
PhaC/PhaE ¢ PhaC/PhaR, respectivamente, correspondem a uma subunidade de PhaC das
classes I e II, portanto, nas classes III e IV as enzimas organizam-se formando estruturas
tetraméricas equivalentes as estruturas diméricas das classes I e II.

O alinhamento multiplo das seqiiéncias de aminoacidos revela a ocorréncia de seis
blocos bastante conservados e uma variabilidade elevada na por¢do N-terminal, regido esta
ndo essencial para a atividade da enzima (REHM; STEINBUCHEL, 1999). Oito residuos

conservados foram identificados em todas as PHA sintases analisadas até o momento € o
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perfil de hidrofobicidade entre as diferentes classes ¢ similar, indicando que as diferentes

PHA sintases devem possuir topologia semelhante (REHM, 2003; STUBBE et al., 2005).

Tabela 2: Classes de PHA sintases e caracteristicas que as diferenciam.

. Tipo de .
Classe N°. de subunidades i Organismos modelo
polimero
I 2 (PhaC) PHA Cupriavidus necator
11 2 (PhaCl e PhaC2) PHA 1 Pseudomonas sp.
111 4 (PhaC/PhaE) PHA Allochromatium vinosum
v 4 (PhaC/PhaR) PHA Bacillus megaterium

Apresentam um dominio o/B-hidrolase e, assim como outras enzimas relacionadas
a catalise de ligacdes éster, possuem o motivo (G-X-[S/C]-X-G) caracteristico de lipases, que
consiste de um residuo nucleofilo (cisteina nas PHA sintases e serina nas lipases) que se liga
covalentemente ao polimero em formacdo. Além desta cisteina, segundo os modelos
mecanisticos atualmente propostos para a sintese de PHA, outros dois residuos de
aminodcidos participam no processo de sintese do polimero: uma histidina e um aspartato.
Segundo estes modelos, a histidina atua no processo como uma base catalitica envolvida na
ativagcdo do grupo tiol da cisteina, através de um ataque nucleofilico, formando uma diade
catalitica essencial. Enquanto o aspartato atuaria como uma base catalitica genérica durante o
processo de alongamento, ativando a hidroxila do monomero a ser incorporado na cadeia.
Estes trés residuos sdo conservados em todas as PHA sintases conhecidas e formam uma
triade catalitica responsavel pela sintese do polimero. Estudos de mutagdo sitio dirigida
demonstraram que os trés residuos sdo essenciais para a formagdo de polimeros (AMARA;
REHM, 2003; REHM, 2003; STUBBE et al., 2005).

Acredita-se que o residuo conservado triptofano (W425 em C. necator) esteja

relacionado a interagdo proteina-proteina entre as subunidades (REHM et al., 2002). Em
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Allochromatium vinosum, espécie que possui PHA sintase pertencente a classe III, estudos in
vitro evidenciaram a ocorréncia de PHA sintases, que nesta espécie ocorrem sob a forma de
heterodimeros, formando complexos protéicos na superficie dos granulos. Estas estruturas
estariam formadas possivelmente por 12 subunidades de PHA sintase, formando um
complexo protéico hexamérico, ja que nesta espécie cada unidade de PHA sintase
corresponde a um heterodimero (REHM, 2003).

Modelos estruturais teoricos foram obtidos para diferentes PHA sintases utilizando
lipases bacterianas e eucaridticas e uma epdxido hidrolase como molde estrutural. Jia (2000)
propds um modelo estrutural para a PHA sintase da classe III de Chromatium vinosum a partir
de uma lipase procaridtica. Usando método similar, obteve-se um modelo estrutural para a
PHA sintase de C. necator (classe I) também a partir de lipase procariotica (REHM et al.,
2002). Modelos para as enzimas da classe II pertencentes a espécies de Pseudomonas foram
propostos por Niamsiri et al. (2004) ¢ Amara e Rehm (2003) a partir de lipase bacteriana e
epoxido hidrolase de rato, respectivamente. Piemolini (2004), utilizando uma lipase gastrica
humana, propde modelos para a regido do sitio catalitico das PHA sintases de C. necator, C.
violaceum ¢ Pseudomonas aeruginosa. Recentemente, foi descrito um modelo estrutural onde
se constata a disposic¢ao dos trés residuos cataliticos sob a forma de triade, disposi¢do idéntica
aquela observada em lipases, em um modelo gerado para PHA sintase de Pseudomonas sp.
USM 4-55, também desenvolvido a partir da lipase gastrica humana (WAHAB et al., 2006).

Os mecanismos envolvidos na regulacdo da sintese de PHA ainda nio estdo
totalmente compreendidos. Em C. necator, porém, os niveis de CoA representam um fator
chave na regulagdo da sintese do polimero. Quando presente em quantidade elevada atua
inibindo a a¢do da enzima B-cetotiolase (PhaA), direcionando o acetil-CoA produzido para
outras rotas metabolicas como o metabolismo energético. A redugao nos niveis de CoA que

ocorre em situagdes restritivas interrompe a inibi¢do sobre a B-cetotiolase e a sintese de PHA
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inicia. Sabe-se também que a presenca dos granulos de PHA na célula, por sua vez, resulta na
expressdo dos genes envolvidos na sintese através de processos de regulacdo a nivel de

transcri¢ao (STUBBE et al., 2005).

1.3.2 Estrutura dos granulos de PHA e proteinas associadas

De natureza hidrofobica, os granulos de PHA encontram-se dispersos no
citoplasma delimitados por uma camada simples de fosfolipidios e proteinas associadas a
sintese e degradag¢do do polimero e a estabilizacdo do granulo, evitando a sua coalescéncia
com granulos vizinhos (POTTER; STEINBUCHEL, 2005). O PHA in vivo possui natureza
amorfa e fluida, no entanto, apds a sua extragdo com solventes orgéanicos torna-se altamente
cristalino (MADISON; HUISMAN, 1999; SUDESH; ABE; DOI, 2000). Em E. coli
recombinante a localizagdo celular da PHA sintase e o inicio da formagdo dos granulos se dao
nos polos da célula e na regido mediana, que corresponde as futuras regides polares apds a
divisdo celular (PETERS; REHM, 2005).

Quatro tipos de proteinas sdo encontradas associadas aos granulos de PHA durante
a sua sintese (Figura 5) (POTTER; STEINBUCHEL, 2005): PHA sintase (PhaC), PHA
depolimerase (PhaZ), Phasinas (PhaP) e um fator de transcricdo R (PhaR).

Recentemente, foi demonstrada em C. necator a ocorréncia de quatro tipos
diferentes de phasinas: PhaP1, PhaP2, PhaP3 e PhaP4 (POTTER et al., 2004). As proteinas
PhaP2, PhaP3 e PhaP4 ocorrem em concentracdo muito baixa, sendo a PhaP1 a proteina
predominante na superficie do granulo. Cerca de 30% da superficie do granulo corresponde a
PhaP1. Aparentemente ndo apresenta atividade enzimatica e possui fun¢do importante na
estabilizagdo da estrutura dos granulos intracelulares, evitando a coalescéncia entre granulos

vizinhos. Os niveis de expressdo da PhaP1 determinam o niimero e tamanho dos granulos
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formados, havendo uma relagdo inversa entre os niveis de expressao da PhaP1 e o tamanho
dos granulos (Figura 6) (POTTER; STEINBUCHEL, 2005). Alguns trabalhos também
propdem que as phasinas poderiam atuar também como reserva de aminoacidos (MCCOQOL;

CANNON, 1999).

Proteinas estruturais
. Poliester sintase
Depolimerase | e

Proteina regulatéria

300 - 500 nm

Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura de um granulo da PHA e proteinas associadas

(adaptado de REHM, 2003).

A PhaR ¢ um fator de transcri¢do que controla negativamente a sintese de Phasina.
O mecanismo de controle, demonstrado em Paracoccus denitrificans, é bastante simples e
aparentemente similar em outros microrganismos. Enquanto ndo ha sintese de PHA, a PhaR
liga-se a0 DNA em regides que antecedem os genes phaP e phaR inibindo a transcri¢do. No
momento em que se inicia a formagdo dos granulos de PHA, a PhaR passa a ligar-se aos
granulos baixando os niveis citoplasmaticos da proteina, o que leva por sua vez ao
desligamento da PhaR no DNA ¢ inicio da sintese de PhaP e PhaR, que continuara a ligar-se
aos granulos enquanto houver sintese de polimero. No momento em que a sintese de polimero
¢ interrompida e inicia-se a degradacdo do PHA, os granulos reduzem de tamanho, liberando

PhaR’s que se ligam ao DNA inibindo novamente a sintese de PhaP e PhaR. Como a PhaP
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afeta positivamente a sintese de PHA, este sistema constitui um mecanismo de controle da

sintese de PHA ao nivel do DNA (MAEHARA et al., 2002; YORK et al., 2001).

113 um

Figura 6: Granulos de PHA em células de Cupriavidus necator. (A) organismo com expressiao

aumentada de PhaP e (B) sem expressdo de PhaP (STUBBE et al., 2005).

A PhaZ representa uma PHA depolimerase intracelular, responsavel pela
degradacgdo do polimero para utilizagdo no metabolismo celular. Assim como a PHA sintase,
encontra-se associada a superficie do granulo e possui atividade sobre o PHA somente quando
este se encontra em estado amorfo, sendo inativa sobre o PHA na sua forma cristalina
(STUBBE et al., 2005; SUDESH; ABE; DOI, 2000). A auséncia de PhaZ em E. coli, ja que
ela ndo ¢ um organismo naturalmente produtor de PHA, pode ser um dos fatores para explicar

a sintese de polimeros com peso molecular mais elevado nestes organismos (SUDESH; ABE;

DOI, 2000).
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1.4 Producao bacteriana de PHA

1.4.1 Bioprocessos empregando linhagens nativas produtoras de PHA

Diversos sistemas bacterianos foram propostos para a produ¢do de diferentes PHA
envolvendo tanto linhagens selvagens de espécies naturalmente produtoras como linhagens
recombinantes derivadas de espécies naturalmente produtoras ou ndo. Os produtores nativos
de PHA mais amplamente empregados em bioprocessos de producdo incluem: C. necator,
Alcaligenes latus e Burkholderia sacchari para a sintese de P(3HB) e P(3HB-co-3HV),
Aeromonas hydrophila e A. caviae para obten¢do do copolimero P(3HB-co-3HHX) e espécies
de Pseudomonas para sintese de diferentes PHA de cadeia média (PHA ).

Em geral, por tratar-se de espécies nativas produtoras de PHA, necessitam de
limitacdo de algum nutriente essencial durante a cultura para induzir ao acimulo de polimero.
Além disso, apresentam ainda a capacidade de degradagdo do polimero acumulado através da
PHA despolimerase intracelular (PhaZ). Estas caracteristicas exigem que os bioprocessos
empregando estas espécies sejam bastante otimizados para potencializar a formagdo de
polimero.

Polimeros com composi¢ao variada t€ém sido obtidos tanto pela manipulagao do
substrato utilizado para a sintese do polimero como também pela manipulagdo genética dos
organismos produtores (BRANDL et al., 1990; GROSS; KALRA, 2002; STEINBUCHEL;
LUTKE-EVERSLOH, 2003). A estratégia de manipulagdo do substrato apresenta algumas
limitagdes relacionadas ao custo elevado de muitos substratos, podendo ainda muitos
apresentarem toxicidade para a célula. Entre os substratos de baixo custo atualmente avaliados

quanto a viabilidade de emprego para sintese de PHA podemos citar sacarose, melaco de
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cana, acucar invertido, soro de leite, dleos e gorduras, xilose, hemicelulose hidrolisada e
outros (LEE; CHOI; WONG, 1999; SQUIO; ARAGAO, 2004).

A redugdo nos custos de producdo através da otimizacdo das condigdes de cultivo
e do uso de substratos de baixo custo, bem como pela obtengdo de organismos mais eficientes
na conversdo dos substratos, constitui um aspecto imprescindivel para viabilizar a utilizacao
dos PHA em muitas aplicacdes, ja que estes apresentam ainda custos bastante restritivos
quando comparados aos polimeros de origem petroquimica. Atualmente, o custo de produgao
na Europa esta em torno de US$ 10 a 20/kg, sendo os menores custos de produgdo obtidos no
Brasil através integragdo da producdo de PHA com a producdo de agucar e alcool, atingindo
custos de produgdo de aproximadamente US$ 2,5-5/kg (NONATO, 2001; SQUIO;

ARAGAO, 2004).

1.4.2 Bioprocessos empregando Escherichia coli recombinante para producio de
PHA

A producdo heterdloga de PHA em E. coli vem sendo amplamente pesquisada e
apresenta algumas vantagens em relagdo a producdo em organismos naturalmente produtores.
Estas vantagens incluem: o vasto conhecimento genético e fisioldgico acerca desta bactéria,
facilitando a manipulagdo de rotas metabolicas para o direcionamento de mondmeros para a
sintese; sua fragilidade celular permitindo métodos de purificacdo mais simples; possibilidade
de utilizagdo de diversos substratos como fonte de carbono; sua capacidade de acumular
grandes quantidades de PHA podendo superar 90% da massa celular seca; auséncia de PHA
despolimerase, impedindo a degradacdo do polimero formado; dispensa a necessidade de
limitacdo nutricional, apresentando crescimento celular e acimulo de polimero simultaneos

(CHOI, LEE; HAN, 1998; SUDESH; ABE; DOI, 2000).
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Por ndo ser um organismo naturalmente produtor, a sintese de PHA nestas
bactérias s6 € possivel através da insercdo de genes responsaveis pela sintese do polimero,
especialmente a PHA sintase. Classicamente, a produ¢do de PHA em E. coli tem sido obtida
pela introdugdo do operon phbCAB de C. necator, resultando no acimulo de grandes
quantidades de PHB quando em condi¢des de cultivo ideais. A sintese de outros polimeros,
como o P(3HB-co-3HV) e, principalmente, PHA . necessitam modificagcdes adicionais no
metabolismo da E. coli para capacita-la a sintese (MADISON; HUISMAN, 1999; SLATER;
GALLAHER; DENNIS, 1992). A producdo de PHA de cadeia média em E. coli ¢ obtida com
a utilizacao de linhagens mutantes deficientes no metabolismo de acidos graxos, direcionando
intermediarios da via para a sintese de PHA (LANGENBACH; REHM; STEINBUCHEL,
1997; PARK; CHOI; LEE, 2005; QI; STEINBUCHEL; REHM, 1998).

Apesar do copolimero P(3HB-co-3HV) poder ser obtido a partir de cepas
recombinantes de E. coli contendo unicamente o operon de C. necator quando cultivadas na
presenga de acido propiodnico ou acido valérico, a incorporagdo de 3HV é muito inferior a
observada em C. necator quando cultivada sob as mesmas condigdes. Isso se deve ao fato de
que em C. necator a reagdo de sintese do B-cetovaleril-CoA a partir de propionil-CoA e acetil-
CoA ¢ efetivada por outra B-cetotiolase que ndo aquela expressa pelo gene phbA, denominada
B-cetotiolase BktB e expressa pelo gene bktB (SLATER et al., 1998).

Diferentes estratégias de produgdo em E. coli ja foram descritas para obtengao do
copolimero P(3HB-co-3HV), sendo mais comumente utilizada a adi¢do de acido propionico
junto a glicose utilizando E. coli com o operon phbCAB de C. necator. Neste caso, a sintese
de B-cetovaleril-CoA ocorre pela participagdo de uma cetotiolase com ampla especificidade
que, em E. coli, atua no metabolismo de acidos graxos. A utilizagdo de acido propionico

apresenta algumas limita¢des, pois 0 mesmo apresenta toxicidade a célula, reduzindo a sintese
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de PHA quando em concentragdes elevadas, além de ser um substrato com custo mais elevado
quando comparado com a glicose, por exemplo.

Somado a isso, a E. coli ndo capta prontamente o acido propidnico, necessitando
de uma adaptagdo prévia da célula pela indu¢do com acido acético ou suplementacdo com
acido oléico (CHOI; LEE, 1999). A restri¢do a captagdo de propionato pela E. coli se deve ao
fato de que em situacdo normal, os genes responsaveis pela sintese das proteinas relacionadas
a sua captagdo encontram-se reprimidos pela regulagdo dos genes atoC (ativador) e fadR
(repressor). Linhagens de E. coli modificadas para expressdo constitutiva de atoC e
deficientes na expressdo de fadR possuem a capacidade de captacdo do propionato sem a
necessidade de adaptagdo prévia da bactéria, facilitando a biossintese de polimeros contendo o

3HV (SLATER; GALLAHER; DENNIS, 1992).

1.5 C. violaceum como organismo modelo

C. violaceum ¢ uma eubactéria gram-negativa com ocorréncia comum em regides
tropicais e subtropicais que tem despertado o interesse de muitos pesquisadores devido ao seu
alto potencial biotecnologico, o que levou inclusive ao seu seqiienciamento pelo consércio do
Projeto Genoma Nacional Brasileiro (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT
CONSORTIUM, 2003; STEPHENS, 2004).

A PHA sintase desta bactéria possivelmente apresenta uma afinidade mais elevada
por mondmeros 3-HV que a de C. necator, sendo capaz de inserir mondomeros 3-HV mesmo
dispondo unicamente de glicose como fonte de carbono (KOLIBACHUK; MILLER;
DENNIS, 1999). Steinbiichel e colaboradores (1993) evidenciaram a eficiéncia desta bactéria

para incorporacao de 3-HV, demonstrando a sua aptiddo para obtencdo do homopolimero
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P(3HV) a partir do cultivo de C. violaceum tendo o acido valérico como unica fonte de
carbono.

Kolibachuk et al. (1999) conseguiu verificar expressao da enzima em C. necator ¢
Klebsiella aerogenes, verificando porém uma producdo insignificante de polimero quando
expressa em E. coli e P. putida. Piemolini (2004) também verificou niveis bastante reduzidos
de PHA em E. coli recombinante contendo a PHA sintase de C. violaceum.

C. violaceum apresenta patogenicidade ocasional, porém geralmente fatal, o que
limita a priori a sua utilizagdo direta como organismo produtor de biopolimeros para a area
médica. Visando contornar este problema, buscou-se neste trabalho a clonagem do gene da
PHA sintase de C. violaceum no plasmideo pPBHR69 (vetor de clonagem) para produgdo de
PHA em E. coli recombinante, permitindo a obtencdo heter6loga de PHA através do cultivo

da linhagem recombinante obtida em meio de cultura apropriado.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivos gerais

O trabalho apresenta como objetivo central a clonagem do gene da enzima PHA
sintase de C. violaceum (phaCc,) € a expressdo heterologa deste gene em E. coli, de forma a
permitir a producdo de PHA nestas bactérias. Paralelamente, com uso de ferramentas de
bioinformatica, objetivou-se a constru¢do de um modelo estrutural tedrico da enzima PHA

sintase de C. violaceum.

1.6.2 Objetivos especificos

e Analise da seqiiéncia de bases para orientacdo do processo de clonagem do gene
phaCc, via PCR;

e Amplificagdo do gene phaCc, e clonagem no plasmideo pPBHR69, originando o
plasmideo pRLC2;

e Avaliagdo da expressao do gene clonado e da funcionalidade da PHA sintase
resultante através da verificacdo do acimulo de PHA em linhagens de E. coli
transformadas com plasmideo pRLC2;

e Proposi¢do de um modelo estrutural tedrico para a enzima PHA sintase de C.

violaceum.
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Capitulo 2

Material e Métodos

2.1 Linhagens bacterianas e plasmideos

A Tabela 3 apresenta a relagdo dos organismos e plasmideos utilizados no presente trabalho.

Tabela 3: Relagdo de linhagens bacterianas e plasmideos utilizados.

Linhagens bacterianas Caracteristicas relevantes

Chromobacterium violaceum ATCC 12472 Linhagem nativa produtora de PHA.

Escherichia coli DH5a Expressdao constitutiva do repressor Lacl

normal.

Escherichia coli IM101 Expressao aumentada do repressor Lacl.

Plasmideos Tamanho Caracteristicas relevantes

pBHR69* 54kb  Plasmideo pBluescript SK- (amp®) contendo os genes phbA e phbB de
Cupriavidus necator inseridos sob a regulagdo do promotor Lac.

pRLC2 7,3kb  Plasmideo desenvolvido neste trabalho derivado do pBHR69 contendo o

gene phaC de C. violaceum a montante dos genes phbA ¢ phbB de C.
necator, todos sob regulagdo do promotor Lac do plasmideo.

* QGentilmente cedido pelo Dr. Alexander Steinbiichel, do Instituto de Microbiologia de Westfaliche
Wilhelms Universidt Miinster, Alemanha.

2.2 Meios de cultura

Em todos os experimentos foi utilizado meio de cultura LB (Luria-Bertani)
conforme descrito por Sambrook e Russel (2001) (1% triptona, 0,5% extrato de levedura,
0,5% NaCl), acrescentando-se 1,5% de agar agar para obtencdo do meio so6lido. Para os

cultivos com cepas portando o plasmideo pBHR69 ou pRLC2 adicionou-se ampicilina a

concentracio final de 100 pg'ml™.
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Como substrato para a producao de PHA utilizou-se glicose na concentragdo de
1% nos cultivos em meio liquido e 2% nos cultivos em meio solido, utilizando-se ainda para o
monitoramento da produ¢io de PHA em meios solidos 0,5 pugml” de vermelho do nilo
(SPIEKERMANN; REHM, 1999). Quando necessario, foi adicionado IPTG ao meio de
cultura na concentracdo final de ImM para indu¢do da expressdo dos genes clonados sob

regulag¢do do promotor Lac no plasmideo pRLC2.

2.3 Extracio e purificacdo dos acidos nucléicos

O DNA gendmico de C. violaceum para as reagdes de PCR foi obtido utilizando-se
kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) seguindo protocolo fornecido pelo
fabricante. O isolamento do DNA plasmidial foi realizado utilizando método classico de lise
alcalina descrito por Sambrook e Russel (2001), ndo necessitando etapas adicionais de
purificagao.

A purificagdo do DNA amplificado para os ensaios enzimaticos foi conduzida em
duas etapas: inicialmente purificou-se 0 DNA em solu¢do utilizando o kit DNA extraction -
Pure Extreme (Fermentas), que utiliza método baseado na utilizacdo de microparticulas de
silica para adsor¢do e imobilizagdo do DNA. Em seguida a extragdo com kit o DNA foi
precipitado em etanol e ressuspenso em agua ultrapura (SAMBROOK; RUSSELL, 2001) para
aumento da pureza e concentragdo da solug¢do, uma vez que residuos de regentes da PCR,
especialmente residuos da 7ag DNA polimerase, poderiam comprometer a eficiéncia das
endonucleases de restricdo nas etapas subseqiientes.

Para verificagdo da concentracdo aproximada e da integridade do DNA obtido nas
extragdes de DNA gendmico e plasmidial, assim como na PCR, foi utilizado o método de

dilui¢do seriada e visualizagdo em gel de agarose.
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Os plasmideos obtidos no trabalho foram armazenados a -80°C e as demais

solucdes de DNA a -20°C.

2.4 Eletroforese em gel de agarose

Utilizou-se gel de agarose 0,8% em tampao TBE 1X nos ensaios de eletroforese
para verificacdo da presenca, integridade e/ou quantidade do DNA nas solugdes. A voltagem
aplicada foi de 5 V-cm™ por aproximadamente 1 hora, utilizando azul de bromofenol como
referéncia para acompanhamento da migracdo da amostra no gel. Para visualizagdo das
bandas de DNA, o gel foi imerso por 20 minutos em soluc¢dao de brometo de etidio a 0,5 pg-ml
' em tampdo TAE 1X e posteriormente observado em transluminador com lampada de luz

UV.

2.5 Desenho dos iniciadores

Para amplificagdo do gene foi desenhado um iniciador direto (CCVF2) em relacao
a um iniciador reverso previamente existente (CCVR) e gentilmente disponibilizado pela
Prof.* Dr.* Regina V. Antonio do LBMM — Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular
de Microrganismos (Departamento de Bioquimica — UFSC).

O desenho do iniciador CCVF2 foi realizado com auxilio de ferramentas de
bioinformatica. Para a escolha inicial de possiveis iniciadores diretos com caracteristicas
similares aquele disponivel foi utilizado o programa PERLPRIMER (MARSHALL, 2004).
Outras analises complementares em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, formagao de

dimeros e outras estruturas e, especialmente, em relagdo a sua especificidade através da
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execu¢ao de PCR in silico sobre o DNA gendmico de C. violaceum, foram conduzidas

utilizando-se o programa FASTPCR (KALENDAR, 2007).

2.6 Amplificacao do gene phaCg,

A amplificacio do gene foi realizada inicialmente em condi¢cdes padrdes,

conforme reag¢do descrita pelo fabricante da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen). No

entanto, devido ao baixo rendimento de DNA, alteragdes nos pardmetros de temperatura e

tempo, assim como na composicdo da solucdo de reacdo foram testadas (concentracdo do

tampao de reagdo, quantidade de DNA alvo utilizada, de iniciadores, de enzima e de

magnésio). A adi¢do de betaina a concentragdo final de 1 M também foi testada, obtendo-se

um aumento consideravel no rendimento da reagao.

As condigdes finais adotadas para a amplificagdo e isolamento do gene foram as

Tampao 10X (fornecido com enzimay................... 1X
MESO4 ettt 1,5 mM
ANTP.coooeiiiie 0,2 mM cada
DNA genomico C. violaceum........................ ~250 ng
Iniciadores CCVF2 ¢ CCVR .................. 0,4 uM cada
Betaina.....cocooviiiiiniii, IM
Taq DNA polimerase..........cccocveeeeveeennennne 0,05 U-pl™
Volume final da reagao.........cccceecvervencricneenncnnn. 50 pl
Programag¢do do termociclador (temperaturas e tempos

pareamento dos iniciadores e extensao da fita de DNA, respectivamente):

de

desnaturacao,
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Ciclo inicial .....eeeeeeeeeiiieeeeeeee, 95°C — 1 min/ 55°C —45 s/ 72°C — 2 min.
Demais ciclos (35 ciclos)............. 95°C -40s/55°C-30s/72°C -2 min*
Extensdo final ...........ccccoeeeeeil. 72°C — 5 min

* Acréscimo de 2 segundos a cada ciclo.

2.7 Tratamento com endonucleases de restricao — BamHI e Xbal

Para digestdio do DNA amplificado e do DNA plasmidial foram definidos
protocolos conforme orienta¢do sugerida pelos fabricantes das enzimas. Em ambos os casos o
DNA foi inicialmente tratado com a enzima Xbal e, apds precipitagdo em etanol, tratado entdo
com a enzima BamHI.

De forma genérica, as condi¢des de reagdes adotadas foram as seguintes:

Digestio com Xbal:

DNA amplificado ou plasmidial...........cccceeveeeennenne. 1,5 ug
Tampao 10X (fornecido com enzima)..........ccceveruereennee 1X
BSA 10X (fornecido com enzima) ...........cccceeeevverereennennne. 1X
ENZIMa.....oooooiiiiiiiiiieeeee e 30U
Volume da 1€a¢a0 ......cccueevieriieiieiieeieeeeee e 50 ul

Temperatura e tempo de incubagao: 37°C — 5h.

Digestio com BamHI:

DNA amplificado ou plasmidial (BamHI)................... 1,5 ug
Tampao com BSA 10X (fornecido com enzima) ........... 1X
ENZIMA .c..iiiiiiiiiiie e 30U
Volume da 1eaga0 ......cccueevvieeiieiieeiieiieeie e 50 ul

Temperatura e tempo de incubagao: 37°C — 2h.
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2.8 Ligacao com DNA ligase T4

Ap0s os tratamentos enzimaticos, as solu¢cdes de DNA recuperadas apresentaram
as concentragdes aproximadas de 100 e 10 ng-ul” para as solugdes de DNA amplificado e
plasmidial, respectivamente. Em fun¢@o da baixa recuperacdo de DNA obtida apds tratamento
do DNA plasmidial, o DNA amplificado foi diluido 10 vezes para ficar em concentragao
similar a do vetor.

Trés reacdes de ligagdo foram montadas com quantidades iguais de vetor (~30 ng)
e variando a quantidade de inserto (75, 36 e 18 ng), resultando em relagdes molares de 1:6,
1:3 e 1:1,5, respectivamente. Foram utilizadas 5U de enzima para um volume final de reagao
de 20 pl.

Antes da adicdo do tampdo e da enzima, a solugcdo contendo apenas o DNA
plasmidial e o gene foi submetida a um tratamento térmico a 65°C por 5 minutos para
desnaturacdo de possiveis pareamentos pré-existentes nas extremidades coesivas do tipo
vetor-vetor e inserto-inserto. Apos este tratamento e adicdo da enzima e tampao, a reagdo foi
incubada inicialmente por 10 min a 14°C seguido de 10 horas a 25°C. Os minutos iniciais a
14°C tém por objetivo o favorecimento dos pareamentos entre as extremidades coesivas,
seguido entdo de um periodo maior com temperatura a 25°C mais adequada para a atividade

da enzima.

2.9 Preparo das células competentes e transformacio

Foi utilizado para o preparo das células competentes o método descrito por

Hanahan (1983). O método consiste essencialmente em cultivar as bactérias por



29

aproximadamente 3 horas até que atinjam o estdgio de crescimento exponencial maximo
(absorbancia entre 0,5 e 0,9) para, em seguida, transferi-las de forma abrupta para uma
solugdo gelada de CaCl, A transformacao foi feita conforme método descrito por Sambrook e
Russel (2001), utilizando-se choque térmico sobre as células competentes para
permeabilizagdo temporaria das membranas ao DNA.

Para selegdo das células recombinantes, as células transformadas foram cultivadas
em meio so6lido contendo ampicilina, uma vez que o plasmideo utilizado na clonagem
apresenta gene de resisténcia a este antibiotico. O DNA plasmidial foi extraido das cepas
isoladas desta forma para confirmacao da estrutura do plasmideo obtido. A confirmagdo se fez
através da analise dos fragmentos de restrigdo gerados com as enzimas BamHI e Xbal e
também através de PCR sobre os plasmideos isolado utilizando os mesmos iniciadores usados

na clonagem.

2.10 Producao de PHA

As linhagens de E. coli DH5a e JM101 foram utilizadas para produgao heterdloga
de P(3HB) através do plasmideo pRLC2, sendo os cultivos realizados em duplicata.

Para o preparo do pré-indculo uma tUnica colénia de uma placa de Petri foi
transferida para um tubo contendo 5 ml de meio LB suplementado com ampicilina e cultivada
sob agitacdo a temperatura de 37°C durante 24h. O indculo foi entdo cultivado a partir do pré-
in6culo em frascos erlenmeyer de 125 ml contendo 25 ml de meio LB e ampicilina, sob
agitacdo de 150 rpm e a temperatura de 30°C durante 24 h. Para produgao de polimero foram
utilizados frascos erlenmeyer de 250 ml contendo 100 ml de meio LB com adig@o de glicose a
concentragdo final de 1% como substrato para a sintese de PHA. O volume do indculo inicial

foi de 10 ml. As culturas foram incubadas por 72 h a 30°C sob agitacdo de 150 rpm.
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Como controle negativo da producdao de PHA utilizou-se E. coli DHS5a
transformada com o plasmideo pBHR69, portanto, sem PHA sintase e incapaz de produzir

polimero.

2.11 Analise dos polimeros obtidos: cromatografia gasosa

As analises qualitativas e quantitativas dos polimeros obtidos foram realizadas por
cromatografia gasosa utilizando como padrao o polimero PHB (Sigma). A andlise quantitativa
expressa em termos percentuais a quantidade de polimero acumulado em relagdo a producao
total de biomassa (massa celular seca — MCS).

O preparo do material bioldgico para a analise por cromatografia gasosa (CG) foi
realizada conforme protocolo descrito por Brandl ef al. (1988). Através da digestdo da MCS
por metandlise, os PHA intracelulares sdo degradados as formas metil-ésteres de seus
constituintes 4cidos P-hidroxialcandicos, os quais sdo entdo identificados na andlise
cromatografica. O processo de metanolise consiste na digestdio da MCS em solugdo de
metanol e acido sulfurico a 15% v/v (preparado em banho de gelo e com adicdo bastante lenta
do 4cido sulfurico para evitar explosdo) juntamente com igual quantidade de cloroféormio e
aquecida a 100°C por 2 horas. Apds a digestdo, adiciona-se 4gua para separagdo da fragdo
inorgénica. A fase organica ¢ recuperada para analise cromatografica.

A quantidade de PHB presente nas amostras foi calculada a partir de uma diluicao
seriada de 6 pontos, variando a quantidade de PHB nas solugdes de 1,5 a 150 mg'ml™. Como
padrdo de referéncia interno utilizou-se acido benzdico a concentra¢do constante de 0,65
mg'ml™. A razdo entre o valor de 4rea obtido na cromatografia para o pico do hidroxiacido e o
obtido para o padrdo de referéncia interno (4cido benzdico) apresentam uma correlagdo direta

com a massa de hidroxiacido presente na amostra. Assim, a massa de polimero presente na
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amostra ¢ calculada plotando-se o valor da razao hidroxiacido / padrao de referéncia na linha
de tendéncia obtida na dilui¢do seriada. O uso do padrio de referéncia interno visa

essencialmente a compensar as variagdes de leitura entre uma amostra e outra.

2.12 Analise da seqiiéncia e modelagem estrutural da PHA sintase de C.
violaceum

Todas as seqiiéncias utilizadas neste trabalho foram obtidas de bancos de dados de
dominio publico como 0 GENBANK, UNIPROT (SWISS-PROT +TREMBL), PDB e outras
bases correlacionadas. Informac¢des complementares sobre a enzima foram obtidas de bancos
de familias (PFAM) e de dominios (PRODOM) e alinhamentos obtidos com auxilio do
BLASTP (ALTSCHUL; GISH; MILLER et al, 1990) e PSI-BLAST (ALTSCHUL;
MADDEN; SCHAFFER et al., 1997). A analise de distribuicdo de cargas foi feita com
auxilio do programa SAPS (Statistical Analysis of Protein Sequences) disponivel para uso on-
line (BRENDEL; BUCHER; NOURBAKHSH et al., 1992).

Em funcdo dos resultados obtidos optou-se para modelagem da estrutura terciaria
da enzima pelo método de modelagem por homologia do tipo compatibilidade seqiiéncia-
estrutura (método threading). Em sintese, 0 método de modelagem por homologia consiste de
quatro etapas distintas e consecutivas:

a) Identificacdo da(s) proteina(s) molde(s);

b) Alinhamento da seqiiéncia alvo com a(s) seqiiéncia(s) molde(s);

c¢) Construcao do modelo;

d) Validagdao do modelo.

No caso do método threading, o alinhamento da seqiiéncia alvo com o molde
considera ndo apenas a seqiiéncia de bases, mas também caracteristicas estruturais preditas a

partir da seqiiéncia, como a estrutura secundaria.
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Na predicao da estrutura secundaria foram utilizados os programas PSIPRED
(JONES, 1999), JNET (CUFF; BARTON, 1999), SSPRO (CHENG; RANDALL,;
SWEREDOSKI et al., 2005), HNN (Hierarchical Neural Network) Secondary Structure
Prediction (GUERMEUR, 1997) e NNPREDICT (KNELLER; COHEN; LANGRIDGE,
1990). Para o alinhamento threading, o sistema 3D-PSSM (KELLEY; MACCALLUM,;
STERNBERG, 1999) utilizado considera a seqiiéncia consenso obtida do alinhamento dos
resultados fornecidos pelos programas PSIPRED, JNET e SSPRO. A busca de moldes e
alinhamento foi realizada utilizando os programas SWISS-MODEL (GUEX; PEITSCH,
1997), PSI-BLAST (ALTSCHUL; MADDEN; SCHAFFER et al., 1997), GENTHREADER
(JONES, 1999b) e 3D-PSSMM. Para alinhamentos comparativos do tipo seqiiéncia versus
seqiiéncia utilizou-se o programa CLUSTALW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994).
Para o processo de modelagem estrutural da enzima foi utilizado o programa MODELLER
v.8 (SALIL; BLUNDELL, 1993). A identificacdo de moldes com estrutura resolvida foi feita
buscando-se estruturas homologas no banco de estruturas PDB utilizando as ferramentas de
busca citadas acima.

A avaliacdo estereoquimica do modelo obtido foi realizada através do grafico de
Ramachandran (RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, et al. 1963), utilizando-se para
geracdo do grafico o programa PROCHECK (LASKOWSKI; MACARTHUR; MOSS et al.,

1993). O grafico de Ramachandran avalia os angulos das liga¢des ¥ (Psi) ¢ ® (Phi).
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1 Isolamento e clonagem do gene phaCc, e producio heterdloga de PHA
em E. coli

3.1.1 Analise da seqiiéncia do gene

Duas seqiiéncias distintas encontram-se publicadas no GENBANK para o gene da
PHA sintase de C. violaceum (niimero de acesso AF061446 e NC_005085) com diferengas
entre as seqiiéncias que resultam em propostas distintas para o quadro de leitura na regido N-
terminal da proteina, a qual se encontra depositada no banco de seqliéncias curadas
UNIPROT (SWISS-PROT + TREMBL) sob o numero de acesso primario Q9ZHI2. Segundo
publicagdo de Kolibachuk et al. (1999), o ponto de inicio da tradu¢do do gene estaria
localizado quatro residuos a montante daquele proposto atualmente na publicacdo do genoma
de C. violaceum (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2003),
resultando no inicio da tradugdo em quadro de leitura diferente. Ambos os genes publicados,
no entanto, resultam no mesmo produto a partir do residuo de aa 57 em conseqiiéncia de gaps
de uma seqiiéncia em relacdo a outra.

A andlise das seqiiéncias demonstrou ndo haver qualquer diferenca na regido
inicial do gene que explique a ligacdo do ribossomo a cddons de inicio diferentes nas duas
linhagens de C. violaceum utilizadas. As seqiiéncias apresentam 100% de identidade tanto nas
primeiras bases do gene como, mais importante, em uma ampla regido anterior aos coédons de
inicio propostos, de onde se conclui entdo que poderia haver algum erro em alguma das duas

seqiiéncias publicadas.
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Alinhamentos multiplos com outras PHA sintases reforgam a proposta atual de
quadro de leitura, porém o posicionamento do sitio de ligagdo ao ribossomo observado na
analise da seqiiéncia do gene contradiz essas evidéncias. Observa-se na seqiiéncia que
antecede os cddons de inicio propostos um possivel sitio de ligagdo ao ribossomo, 10 (dez)
bases a montante do codon de inicio proposto por Kolibachuk et al. (1999), portanto a 14
bases do codon de inicio indicado na publicagdo do genoma de C. violaceum (BRAZILIAN
NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2003). Assim, para que fosse possivel a
tradugdo no quadro de leitura proposto atualmente, seria necessario ao ribossomo “ignorar” de
alguma forma a primeira seqiiéncia ATG, disponivel a uma distdncia adequada, para ligar-se a
segunda seqiiéncia ATG localizada 4 pb apos, e mais desfavorecida para a ligagdo em fungao
da distancia elevada em relagdo ao sitio de ligagdo ao ribossomo. A distdncia média de
localizagao dos sitios de ligacao ao ribossomo em relagdo ao cddon de inicio € inferior a 10
bases (LEWIN, 2004). A analise da seqiiéncia, portanto, reforca a proposta de Kolibachuk et
al. (1999), enquanto que os resultados obtidos nos alinhamentos multiplos favorecem a
proposta atual.

Assim, a revisdo dos dados obtidos nos bancos de dados evidenciou a existéncia de
aspectos ndo esclarecidos na literatura em relagdo a real posicdo do cddon de inicio da
traducdo do gene. Uma analise mais apurada da seqiiéncia visando um melhor esclarecimento
em relagdo a esta questdo, informagdo essencial para possibilitar a orientagdo correta da
tradugdo nos sistemas heterdlogos projetados, levou a constatagdo de outro potencial codon de
inicio da tradugdo representado pela seqiiéncia TTG localizado 69 pb a montante daquele
considerado atualmente (Figura 7). Observa-se também um possivel sitio de ligagdo ao

ribossomo, 7 pb a montante do codon TTG.
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1 11 21 31 41 51 &6l 71 gl

GOCTATGCAGALAATATTGCCGACGC GEATGGCATGTAAGCCALGTTITACACTCGACAT L graattoctoCcotyaattocoyyagtoyatt
z I ¢c F I N GYVY R I & HUL GL E ¥ 35 3 I

atcocacaagogatyoogaatocatacogyoaagoogogoyoyoocctattacagtttytyogttycayoascaaacttogyoooatyoos

goottatgyoggattoe gccgccgg&cggctgts atge aaccctgc gclaggtaﬂzcgc ttgaccatgoagtooa
| | ] v
CCVF2

17 pb 12 ph

gycattcagacagyCcttcgacaacatttyoacgtttcAGGAGattcatcTIRFCCcocagaatagtaccyccgoyctydaadyLtcttoy
L 3 0 W 5 T & & L E G F F

coagoototocFhGEocaaccagcaatg AT ECAGCAGT TCGTCAACTCGCTGTCGCAGC CTCCAGCCCCCRAC GRCFLAGCCCATCCCT
4 5 L % E A N Q QO W MHMOQOQF¥YN3FL 5 QP P A P D G L A HPF
M D A & ¥V R QO L & ¥ & & 3 3 P R

Figura 7: Seqiiéncia genomica da regido do inicio do gene phaC de Chromobacterium violaceum. Os
codons grifados em vermelho correspondem aos possiveis codons de inicio do gene, antecedidos pelos
respectivos sitios de ligacdo ao ribossomo (verde). A seqiiéncia de aminoacidos apresentada em
vermelho corresponde a seqiiéncia adicional proposta neste trabalho. As regides grifadas em azul
correspondem a uma possivel regido promotora encontrada. A seqiiéncia sublinhada em verde

representa o iniciador CCVF2 utilizado para amplificacdo do gene.

Esta possivel posi¢ao encontrada para o codon de inicio € também suportada por
programas de predicdo de genes procaridticos, como o GENEMARK-HMM (LUKASHIN;
BORODOVSKY, 1998). Assim considerada, a ORF passaria a apresentar 1773 pb ao invés
dos 1704 pb propostos atualmente, adicionando a extremidade N-terminal da seqiiéncia
traduzida os residuos LSQNSTAALEGFFASLSEANQQW (total de 23 aa). Sob esta
concep¢do, a PHA sintase de C. violaceum passaria a apresentar 591 aa (atualmente
considera-se 568 aa).

A existéncia da seqiiéncia TTG ao invés de ATG deve proporcionar niveis de
tradugdo inferiores aqueles observados nos genes de PHA sintases que apresentam a
seqiiéncia ATG como codon de inicio. Segundo Lewin (2004), genes com codon de inicio
representados pela seqiiéncia TTG apresentam aproximadamente %4 dos niveis de expressao

observados em genes iniciados pelo coédon ATG.
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Através da utilizagdo de programas para predicdo de promotores como o NNPP
(Neural Network Promoter Prediction) (BURDEN; LIN; ZHANG, 2005), foi possivel
localizar também uma potencial regido promotora para este novo coédon de inicio,
posicionando o inicio da transcricdo 72 pb a montante da ORF descrita neste trabalho. Esta
regido estaria composta por uma seqiiéncia -10 representada pelas bases TACAGT e uma
seqiiéncia -35 representada pelas bases GTGAAA, separadas entre si por um intervalo de 17
bp (Figura 7), o que esta de acordo com o esperado uma vez que a distincia média entre as
duas seqiiéncias ¢ de 16 a 18 pb (LEWIN, 2004). O alinhamento com a seqiiéncia consenso -
10 e -35 demonstra que os residuos mais conservados nos promotores encontram-se quase

todos presentes no promotor descrito (Tabela 4).

Tabela 4: Alinhamento das seqiiéncias promotoras -10 e -35 descritas neste trabalho para o gene phaC
de Chromobacterium violaceum com as seqiiéncias descritas na literatura para promotores de genes
procarioticos. Para cada base ¢ informado o percentual de promotores em que ela encontra-se

conservada, segundo Lewin (2004).

Seqiiéncia -10 consenso T A T A A T
80% 95% 45% 60% 50% 96%

phaCc, T A C A G T

Seqiiéncia -35 CONnsenso T T G A C A
82% 84% 78% 65% 54% 45%

phaCcy G T G A A A

3.1.2 Amplificacao e clonagem do gene phaC de C. violaceum para produc¢ao
heterologa de PHA em E. coli

Em funcdo destas questdes ndo esclarecidas em relagao ao efetivo codon de inicio

do gene, optou-se pelo isolamento do gene a partir do DNA gendmico de C. violaceum
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utilizando-se iniciadores na PCR que incluissem no fragmento amplificado nao apenas a ORF
proposta neste trabalho mas também o potencial sitio de ligagdo ao ribossomo. Buscou-se
também a inclusdo de um co6don de parada para a traducdo do fragmento o da -galactosidase
(Figura 8) para permitir que a tradugdo do gene ocorresse orientada pelo seu proprio sitio de
ligacdo ao ribossomo, resultando assim na expressdo da enzima em sua seqii€éncia nativa. A
potencial regido promotora ndo foi incluida na regido amplificada uma vez que nos estudos de
Kolibachuk ef al. (1999), onde a transcri¢do do gene clonado era possivelmente orientada pelo
promotor do proprio gene da PHA sintase, ndo se observou expressdo significativa da enzima
em E. coli. Assim, a seqiiéncia dos iniciadores utilizados foi a seguinte :
CCVR (reverso): 5’ cgcggatccatagggttgtcattgcagget 3’

CCVF2 (direto): 5’ tactctagaaggtacatccgettgaccatgeagt 3’

CCVF2

ARATTAACCCTCACTARLGGGAACALLL GO THFAGCTCCACCGLGETEGEGEIC GO s == s =E=s (s im= (== N ol uls (=l
KL TLTUEKTGNEKE 3 W3 35 T 4a& ¥V & & & L E G T 5 & *

ggcattcagacagycttogacaacgatttgoacytttcAGGAGattocatcTIGtcocagaatagtaccycogoyoctyyaagytttottog
L 5 0 N 5 T &4 & L E G F F

coagoototocFhGrocaaccaycaaby AT GCAGCAGTTC GTCAACTC GCTETC GLAGCCTCCAGCCCCCRAC G GCAGCCCATCCCT
4 5 L %5 E &4 N Q QO WHMOQOQOQF YN 3L 5 Q0 PF P & P D G A& & HPF
M I A A ¥ R QL & ¥V &4 &4 5 3 P R

Figura 8: Representagdo grafica da regido de ligagdo inserto-vetor no plasmideo pRLC2. Os cddons
grifados em vermelho correspondem aos possiveis cddons de inicio do gene, antecedidos pelos
respectivos sitios de ligagdo ao ribossomo (verde). A seqiiéncia de aminoacidos apresentada em
vermelho corresponde a seqiiéncia adicional proposta neste trabalho. A seqiiéncia grifada em roxo

representa o iniciador CCVF2 destacando em alaranjado o cddon de parada para a traducdo da B-

galactosidase (alaranjado).
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Algumas caracteristicas fisico-quimicas dos iniciadores sdo apresentadas na

Tabela 5.

Tabela 5: Parametros fisico-quimicos e outras caracteristicas dos iniciadores utilizados (FASTPCR).

CCVF2 CCVR

Sitio de restri¢ao inserido Xbal BamHI
Tm por¢do homologa ao genoma (negrito) 63,9 57,8
T,,10% 36,6 37,3
T iniciador completo com DNA gendmico

. . 5 8’4 5654
(complementaridade parcial)
T iniciador completo com produto de PCR

. 63,6 66,9
(complementaridade total)
Conteudo de CG 47 % 57 %

* Tl0: Ty, relativo aos tltimos 10 pareamentos na extremidade extensivel do iniciador

Para clonagem do gene phaCc, optou-se pela clonagem unidirecional via PCR.
Através do uso de duas endonucleases de restricdo, ambas formadoras de extremidades
coesivas, foi possivel a introducdo do gene de forma unidirecional no vetor de expressdo. A
Figura 9 ilustra o procedimento experimental adotado neste trabalho para a obtencdo das
cepas recombinantes de E. coli.

Apbs processo de otimizacdo nas condicdes de amplificacdo, obteve-se a
amplificacio do fragmento previsto de 1.881 pb com boa especificidade e rendimento
satisfatorio (Figura 10), permitindo assim conduzir as etapas subseqiientes sem a necessidade

de purificacdo em gel para eliminacdo de fragmentos indesejaveis de DNA.
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ch Cug“ra , PCR Digestio Ligagao
romot ::Z%’"m phaCCv  Xbal | BamHI T4 DNAligase
| — \ _ phaCcv
— Extragdo g ﬁlzaCCv g Lac P/, "‘\)
DNA
gendmico — Xbal : phbABCn
S —> BamHl ~—
Plasmideo Transformacgao
pBHR69 Escherichia coli
~ Xbal BamHI

Lac P/O

PBHRG69 ||| phbABCh

Cultivo e
extragao DNA plasmidial

Plagueamento em meio
seletivo contendo ampicilina

Digestao
Xbal | BamHI

Figura 9: Ilustragdao esquematica do procedimento experimental adotado para clonagem do gene phaC

de Chromobacterium violaceum e obtengdo da Escherichia coli recombinante.
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PM 1 2 3 4 5 PM
= =

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose. 1) Plasmideo pRLC2 digerido com BamHI. 2) Plasmideo
pRLC2 digerido com BamHI e parcialmente com Xbal. A seta indica o fragmento clonado removido
do plasmideo pela dupla digestdo. 3) Plasmideo pBHR69. 4) Gene phaCc, amplificado a partir do
plasmideo pRLC2. 5) Gene phaCc, amplificado a partir do DNA gendémico de Chromobacterium

violaceum. PM = marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen).

As linhagens de E. coli JM101 e DH5a foram transformadas com o plasmideo
pRLC2 para expressdo heterdloga da enzima e conseqiiente produgdo e acimulo de PHA.
Uma abordagem similar a adotada neste trabalho para a sintese de PHA em E. coli foi
proposta por Piemolini (2004). A estratégia proposta neste trabalho difere essencialmente pelo
posicionamento do iniciador direto a montante daquele proposto anteriormente, permitindo a
inser¢ao do gene de maneira distinta de forma que a tradugdo seja regulada pelo sitio de
ligacdo ao ribossomo do proprio gene phaCcy, expressando assim a enzima provavelmente na
sua seqiiéncia nativa. No sistema proposto por Piemolini (2004), apenas a ORF considerada

pelo consodrcio do Projeto Genoma Nacional Brasileiro foi inserida no plasmideo, resultando
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teoricamente na expressao da enzima fusionada a um pequeno fragmento da -galactosidase

na sua por¢ao N-terminal e sem o fragmento adicional de 23 aa proposto neste trabalho.

3.1.3 Producio heterologa de PHA em E. coli

Os polimeros foram quantificados a partir da linha de tendéncia obtida conforme
descrito nos materiais € métodos (figura 11). O valor de R quadrado proximo de 1 indica uma

boa correlagao para quantificagao.

0,0350 y = 0,0046x
0,0300 4 / R? = 0,9922
0,0250

0,0200 /
0,0150 o

0,0100 +
0,0050 ~
0,0000 T T T T T T T

0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000

PHB / acido propidnico

massa PHB

Figura 11: Linha de tendéncia para quantificagio do PHB nas amostras. O valor R* proximo de 1
demonstra uma boa correlagdo entre as duas varidveis. A equagdo apresentada foi utilizada para

quantificagdo, sendo “y” a massa de PHB e “x” a area do pico obtido na CG.

A figura 12 apresenta dois cromatogramas obtidos, representando uma amostra
positiva para a presenca de PHB e outra negativa. A ocorréncia de atividade de PHA sintase,
resultando no acimulo de polimero em quantidade significativa, indica que a tradug¢@o ocorreu
no quadro de leitura correto e que, portanto, a estratégia de inser¢do do codon de parada para
a traducdo da B-galatosidase no iniciador foi eficaz, uma vez que se ocorresse a tradugdo da
PHA sintase fusionada ao fragmento da P-galatosidase, esta ocorreria em quadro de leitura

incorreto.
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Figura 12: Cromatograma de duas amostras analisadas. (A) Amostra positiva para a presenca de PBH,
indicado pela seta vermelha (DH5a com plasmideo pRLC2 e sem adigdo de IPTG); (B) Amostra

negativa para PBH (controle negativo). A seta verde indica o padrdo interno de referéncia.

Como era esperado, verificou-se a dependéncia de IPTG nos cultivos com a
linhagem JM101 e de expressdo constitutiva dos genes na linhagem DHS5a (Tabela 6),
demonstrando que o gene estd tendo a sua regulagdo da transcri¢do mediada pelo promotor

Lac do vetor.

Tabela 6: Resultados observados quanto ao acimulo de polimero nas linhagens transformadas.

Massa celular seca Quantidade de PHA % PHA-MCS™
L") L")
JM101/IPTG (+) 1,154 0,342 29,6%
JM101/IPTG (-) 0,825 0,021 2,5%
DHS50./ IPTG (+) 1,523 0,641 42,6%
DHS50./ IPTG (-) 1,493 0,624 42,1%

A linhagem DHS5a apresentou um maior acimulo de massa seca e um contetudo
relativo de polimero superior ao observado na linhagem JM101. As duas linhagens diferem

entre si em relacdo aos niveis de expressdo do repressor Lacl, responsavel pela repressdao da
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expressao do promotor Lac na auséncia de lactose. DHS5a apresenta niveis normais de
expressdo deste repressor, ao passo que a linhagem JM101 apresenta niveis aumentados de
expressdo. Na linhagem DHS5a, a ndo-dependéncia de IPTG (um analogo da lactose) para
ativar a expressao dos genes clonados se deve ao grande numero de copias do plasmideo na
célula e a quantidade de repressor expressa constitutivamente ser insuficiente para reprimir a
expressdo de todos os promotores. No entanto, em linhagens que apresentam expressao
aumentada do repressor, como na linhagem JM101, a utilizagdo de IPTG ¢ necessaria para
que ocorra a ativacdo da transcricdo. Estes resultados confirmam a inclusdo do gene sob
regulagdo do promotor Lac do vetor e evidenciam claramente que a PHA sintase de C.
violaceum, assim como outras PHA sintases, apresenta atividade aparentemente normal em E.
coli, podendo ser utilizada no desenvolvimento de sistemas heter6logos para produgdo de
biopolimeros.

Na Figura 13 pode-se se observar o acumulo de PHA na linhagem DH5a
carreando o plasmideo pRLC2. A utilizagdo de Vermelho do Nilo permite a detec¢do dos
PHA acumulados in vivo através da visualizag¢ao da fluorescéncia emitida sob luz UV quando

ligado os polimeros.

Figura 13: Cultivo de Escherichia. coli DH5a recombinante carreando os plasmideos pRLC2 e
pBHR69 em meio LB. Como substrato para a sintese de PHA foi utilizado glicose a 2% e para

visualizagdo do polimero em UV utilizou-se Vermelho do Nilo na concentragio de 0,5 ug-ml™.
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3.2 Anailise da seqiiéncia e modelagem estrutural da PHA sintase de C.
violaceum

3.2.1 Analise da seqiiéncia

A seqiiéncia utilizada para analise estrutural corresponde aquela disponivel pela
base de seqiiéncias curadas UNIPROT (numero de acesso primario Q9ZHI2), acrescida de 23

aminoacidos na extremidade N-terminal, conforme discutidos na se¢do 3.1.1 (representados

abaixo em caixa baixa):

lsgnstaalegffaslseangqwMQQFVNSLSQPPAPDGAAHPFAGAWAQ 50
LMNQTNQLFALQSSLYQQOQLNLWSQFLGQAAGQEAAAEAGAKPADRRFAS 100
PEWNEHPFYNFLKQSYLQTSKWMMELVDKTQLDEDAKDKLAFATRQYLDA 150
MSPSNFMLTNPDVVKRAIETKGESLVEGMKNMLDDFQKGHISMSDESKFE 200
IGKNLVVTPGQVVFRNELIELIQYTPTTDKVYEKPLLFVPPCINKYYLMD 250
LOPDNSMVRHFVAQGYRVFLISWRSAVAEMKHFTWETYIEKGVFAAAEAV 300
QKITKQPTMNVLGFCVGGVILTTALCVAQAKGLKYFDSATFMTSLIDHAE 350
PGEISFFIDESVVAGREAKMASGGIISGKEIGRTFASLRANDLVWNYVVN 400
NYLLGKTPAPFDLLFWNNDAVDLPLPMHTFLLRQFYMNNALVRPGAITLC 450
GVPIDIAKIDVPVYMFAARDDHIVLWSSAFSGLKYLQGAPSRRFVLGASG 500
HIAGSINPVTKDKRNYWANDTLPLHAEEWLESAESRPGSWWKDWDAWLAP 550
QSGKQVAAPKSLGNKEFPPLLAAPGSYVLAKAMPSVAASLQ* 591

A submissao da seqiiéncia a uma busca simples no BLASTP demonstra que a
PHA sintase de C. violaceum esta relacionada estruturalmente as PHA sintases de espécies
dos géneros Burkholderia, Cupriavidus, Azoarcus, Dechloromonas e outras PHA sintases da

classe I, estando, portanto, relacionada a sintese de PHA,,. Apresenta um dominio
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caracteristico do tipo a/B-hidrolase em sua metade C-terminal, onde ha um motivo
caracteristico de lipases denominado “box” lipase, representado pela seqiiéncia G-X-S/C-X-
G. Nas lipases a base catalitica estd representada por uma serina, enquanto que nas PHA

sintases a base catalitica corresponde a uma cisteina.

O alinhamento pseudomultiplo obtido com auxilio do PSI-BLAST evidencia
também a existéncia de uma regido nao conservada na extremidade N-terminal da enzima,
correspondendo na PhaCc, aos 95 residuos iniciais. Esta regido esta formada essencialmente
por residuos neutros, apresentando apenas 6 residuos com carga, sendo 5 carregados
negativamente dispersos pela seqliéncia e um carregado positivamente ja vizinho a regido

conservada.

3.2.2 Predicao da estrutura secundaria

A predicao da estrutura secundaria confirma a estrutura o/B-hidrolase. A regiao N-
terminal da proteina esta formada por duas a-hélices mais extensas. A seqii€ncia N-terminal
sugerida neste trabalho, segundo estes resultados, participa na formagao da primeira a-hélice

da enzima (Figura 14).
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Figura 14: Predicdo da estrutura secundaria para a enzima PhaCc, a partir de diferentes programas de

predigdo. As areas em azul (letra “H”) representam alfa-hélices e as areas em vermelho (letra “E”)

representam folhas-beta. A seqiiéncia de aminodcidos em vermelho representa corresponde ao

fragmento adicional proposto neste trabalho.
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3.2.3 Selecao dos moldes

A submissdo da seqiiéncia ao SWISS-MODEL nio retornou resultado devido a
baixa similaridade da PHA sintase com as proteinas disponiveis com estrutura resolvida. No
entanto, buscas realizadas utilizando o método de compatibilidade seqiiéncia-estrutura
(método threading) através da base de dados on-line 3D-PSSM apontam para as lipases
gastricas canina e humana, 1k8q e lhlg, respectivamente, como as estruturas mais adequadas
para o processo de modelagem. Alinhamentos iterativos com PSI-BLAST também confirmam
estes resultados sugeridos pelo 3D-PSSM. Apenas a regido do dominio o/B-hidrolase
compreendida entre os residuos 219 a 502 apresentou similaridade estrutural suficiente para
permitir a constru¢do do modelo estrutural.

A Tabela 7 apresenta os graus de identidade e similaridade encontrados para a
regido modelada da PhaCq, em relacdo as duas lipases gastricas. De uma forma geral, ¢
recomendavel a utilizagdo de métodos threading quando o grau de identidade for inferior a

25% (FILHO E ALENCASTRO, 2003).

Tabela 7: Valores de identidade e similaridade obtidos em alinhamento CLUSTALW entre as

seqiiéncias das lipases 1k8q e 1hlg com a PHA sintase de Chromobacterium violaceum (matriz

PAMI20).

1higA 1k8qA
Identidade com PhaCc, 16,6% 14,3%
Similaridade 32,8% 32,7%

As lipases 1k8q e 1hlg, com resolucdo de 2,7 e 3,0 A, respectivamente, apresentam
elevado grau de identidade entre si como pode ser observado pela sobreposicao dos modelos
(Figura 15). No entanto, a estrutura 1hlg representa a lipase em seu estado inativo (sitio

catalitico bloqueado) enquanto que a 1k8q representa a sua forma ativa uma vez que foi
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cristalizada complexada a um inibidor fosfonato. Assim, optou-se pela obtencdo de dois
modelos: um obtido a partir da forma inativa da lipase (1hlg) e outro obtido a partir de sua

forma ativa (1k8q).

Figura 15: Sobreposicdo dos modelos cristalograficos das lipases gastricas canina (1k8qA) e humana

(1hlgA) demonstrando a grande similaridade estrutural entre as duas proteinas.

Além destes resultados, outros aspectos fundamentam a utilizagdo de lipases como
modelo estrutural para as PHA sintases (JIA ef al., 2000; STUBBE et al., 2005):
a) Lipases catalisam a hidrolise de triacilglicerdis e, em solventes organicos,
podem catalisar a formagao de ligagdes éster como as PHA sintases;
b) Ativacado interfacial possivelmente presente também em PHA sintases;
c) Ambas pertencem a familia o/B-hidrolase;
d) Apresentam motivo similar: base catalitica ativada por uma histidina -

cisteina nas PHA sintases e serina nas lipases (lipase “box”: G-X-C/S-X-G).
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3.2.4 Alinhamento e modelagem

Foi utilizado o alinhamento por compatibilidade seqiiéncia-estrutura (threading)
fornecido pelo 3D-PSSM para orientar o processo de modelagem. O 3D-PSSM considera a
estrutura secundéria consenso entre as predi¢des PSIPRED, JNET e SSPRO para orientar o
alinhamento com a estrutura da proteina molde. Como o método prioriza o alinhamento de
estruturas ao alinhamento das seqiiéncias, os valores de identidade e similaridade obtidos sao
inferiores aqueles obtidos no alinhamento convencional utilizando CLUTALW (Tabela 8). No
entanto, os resultados obtidos na modelagem sdo mais satisfatorios do que aqueles obtidos
com alinhamento convencional, observando-se inclusive o alinhamento do aspartatos
cataliticos das duas enzimas (Figura 16), fato ndo verificado nos alinhamentos com

CLUSTALW.

Tabela 8: Valores de identidade e similaridade obtidos em alinhamento 3D-PSSM entre as seqiiéncias
das lipases 1k8q e 1hlg com a PHA sintase de Chromobacterium violaceum usando método de

compatibilidade seqiiéncia-estrutura (Matriz PAM 120).

1hlgA 1k8qA
Identidade com PhaCgc, 9,7% 10,1%
Similaridade 27,0% 27,4%

Ambas as modelagens geradas resultaram em estruturas satisfatérias, indicando
que as PHA sintases podem também possuir um mecanismo de ativacao do sitio catalitico
similar ao das lipases. A estrutura responsavel por este mecanismo, segundo os modelos
obtidos, esta constituida por a-hélices e esta representada pelos residuos 324 a 417 na PhaC
de C. violaceum (Figura 17). O processo de ativacao/inativacao se daria através de mudangas

conformacionais ocorridas nesta regido da enzima e que resultariam teoricamente na
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exposicao do sitio catalitico quando em contato com uma superficie hidrofébica, como a

superficie do granulo de PHA.
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Figura 16: Alinhamento threading entre a PHA sintase de Chromobacterium violaceum ¢ as lipases

gastricas canina (1k8qA) e humana (lhlgA). As setas vermelhas indicam os residuos da triade

catalitica alinhados. Cores iguais indicam aminoacidos funcionalmente parecidos.
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Figura 17: a) Estrutura teérica obtida para a PHA sintase de Chromobacterium violaceum. b) Grafico da entropia
(Hx) e bitmap (lpixel / residuo) do alinhamento PSI-BLAST para a PhaCc,. A barra horizontal amarela
corresponde a regido modelada, a barra vermelha corresponde a regido que controla a abertura/fechamento do
sitio catalitico (“lid”’) no modelo obtido. As barras em azul correspondem a regides mais conservadas na regido

do “lid”, destacadas em amarelo mais claro nos modelos acima (a).
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Observou-se também a ocorréncia no modelo de uma triade catalitica orientada de
modo muito similar aquela observada em lipases e outras enzimas da familia (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2001), correspondendo aos residuos C315, D471 e H501 (Figura
18). De acordo com este modelo, o aspartato D471 estaria possivelmente atuando também na
estabilizacao histidina H501, responsavel por sua vez pela ativagdo da cisteina catalitica C315
para o ataque nucleofilico ao substrato. Segundo os modelos atualmente propostos para a
sintese de PHA, o aspartato estaria relacionado apenas a ativacdo da hidroxila durante a

sintese do polimero (se¢do 1.3.1.1 ).

Figura 18: Triade catalitica observada nos modelos obtidos para a PhaC de Chromobacterium

violaceum.

3.2.5 Avaliacio do modelo

A avaliagdo dos modelos obtidos com o auxilio do programa PROCHECK
demonstra que os resultados obtidos sdo satisfatorios em relagdo a estrutura estereoquimica. O
grafico de Ramachandran, que avalia os angulos de tor¢ao das ligagdes phi e psi nos residuos

da cadeia peptidicas, demonstra que apenas um numero reduzido de residuos ndo ocorrem em
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posi¢gdes favoraveis, sendo os resultados comparaveis aqueles obtidos para as estruturas
moldes (Figura 19). Os graficos de Ramachandran para os residuos de glicina e prolina

também apresentaram bons resultados (Figura 20).
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Figura 19: Graficos de Ramachandran para os moldes utilizados ¢ modelos gerados.
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Figura 20: Grafico de Ramachandran para os residuos de glicina e prolina para os moldes utilizados e
modelos gerados.
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Capitulo 4

Conclusoes

Diferentemente do sugeriram trabalhos anteriores de Kolibachuk et al. (1999) e
Piemolini (2004), a PHA sintase de C. violaceum, assim como as PHA sintases de outras
espécies, apresenta atividade aparentemente normal em E. coli, podendo ser utilizada para o
desenvolvimento de sistemas heter6logos para producao de PHA nestas bactérias.

A posi¢ao do ponto de inicio da traducdo do gene phaCc, atualmente considerado
possivelmente ndo corresponda a posicao real. Dados provenientes da andlise da seqiiéncia
genOmica na regido do gene e, em parte, os dados experimentais deste trabalho, sugerem que
o inicio da tradugdo poderia estar ocorrendo a montante daquele considerado atualmente,
adicionando 69 pb a extremidade 5’ do gene. Mais dados experimentais, porém, sdo
necessarios para que se possa esclarecer com precisao a estrutura da regido inicial do gene da
PHA sintase de C. violaceum.

No sistema proposto neste trabalho, a inser¢do do gene sob regulagdo do promotor
Lac do plasmideo foi eficaz, permitindo a manipulagdo da expressdo da PHA sintase com o
uso do indutor de expressdo IPTG quando em linhagem de E. coli adequada para esta
finalidade (expressdo aumentada do repressor Lacl). Os resultados sugerem que os outros dois
genes previamente clonados no plasmideo (phaAc, € phaBcn) aparentemente ndo tiveram sua
expressao prejudicada pela insercdo do gene phaCcy, uma vez que ouve produgdo satisfatoria
de polimero.

A andlise estrutural da enzima corrobora em parte os resultados encontrados por
Piemolini (2004), caracterizando-se claramente como uma enzima do tipo o/B-hidrolase. No
entanto, nos modelos estruturais obtidos neste trabalho, a disposicdo da triade catalitica de

forma similar aquela observada em lipases sugere que o aspartato catalitico possa também
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participar do mecanismo de ativagdo da cisteina para o ataque nucleofilico durante a formacao
da ligacao covalente enzima-substrato para a biossintese de polimero.

A analise estrutural revelou também a presenga de uma regido conservada
provavelmente relacionada a um possivel mecanismo de ativagdo interfacial da enzima, que

exporia o sitio catalitico quando em contato com a superficie hidrofobica do granulo.
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