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CLONAGEM, EXPRESSAO E CARACTERIZACAO DE DUAS
LIPOXIGENASES DE Shewanella woodyi

RESUMO - Lipoxigenases sdo enzimas que catalizam a oxido-reducdo de &cidos
graxos poliinsaturados que contém em sua estrutura um ou mais grupos cis 1,4-
pentadieno, produzindo hidroperoxidos através da incorporacdo de um oxigénio
molecular. Durante anos a presenca de lipoxigenase foi considerada exclusivamente
eucaridtica, presente em mamiferos, plantas, pequenos invertebrados marinhos e
fungos. A funcéo biologica dessas enzimas tem sido amplamente estudada. Porém,
pouco tem sido descrito em organismos procariotos. O presente estudo teve por
objetivos clonar e caracterizar bioquimicamente duas lipoxigenases de Shewanella
woodyi ATCC 51908, caracterizar os produtos de reacdo destas enzimas e realizar um
estudo filogenético e estrutural, comparando-as com lipoxigenases de eucariotos e
procariotos. Parametros enzimaticos dessas enzimas foram descritos. A influéncia do
pH e temperatura na atividade catalitica foram estudadas. Também foi determinado a
preferéncia por substrato e o efeito da adicdo de varios ions divalentes que podem
interferir na atividade catalitica. A enzima SWPrecLox de S. woodyi apresentou
temperatura e pH étimos de 31°C e 8,0, respectivamente. Demonstrou afinidade por
acido linoleico, com uma Km de 0,47 mM e Vmax de 2,78 mmols min™® mg™. A enzima
SWAracLOX teve acido araquidénico como substrato preferente, com valores de Km
0,20 mM e Vmax 1,6 mmols min™ mg™. Atividade 6tima foi alcangada com 27°C e pH
7,0. A partir das estruturas moleculares das lipoxigenases de Plexaura homomalla e
Pseudomonas aeruginosa, foram criados hipotéticos modelos estruturais de
SWPrecLOX e SWAracLOX.

Palavras-chave: &cido araquiddnico, &cido linoleico, caracterizacdo enzimatica,
expressao de genes



CLONING, EXPRESSION AND CHARACTERIZATION OF TWO
LIPOXYGENASES OF Shewanella woodyi

ABSTRACT - Lipoxygenases are enzymes that catalyze the oxido-reduction of
polyunsaturated fatty acids in their structure that contains one or more groups cis 1,4-
pentadiene, producing hydroperoxides from the incorporation of molecular oxygen. For
years, the presence of lipoxygenases was considered a eukaryotic feature, present in
mammals, plants, small marine invertebrates and fungi. The present study aimed to
clone and characterize biochemically two lipoxygenases from Shewanella woodyi
ATCC 51908, characterize the reaction products of these enzymes and conduct a
phylogenetic and structural analysis, comparing them with eukaryotes and prokaryotes
lipoxygenases. The biological function of these lipoxygenases has been widely studied.
However, only few have been described in prokaryotes. Enzymatic parameters of these
enzymes have been described. The influence of the pH and the temperature on the
catalytic activity has been studied. Also has been studied the substrate preference and
the effect of the addition of several divalent cations that can enhance or eliminate the
catalytic activity. The enzyme SWPrecLox of S. woodyi showed temperature and pH
optimum were 31 °C and 8,0, respectively. Demonstrated substrate affinity for linoleic
acid, with Km 0,47 mM and Vmax 2,78 mmols min™ mg™. The enzyme SWAracLox has
arachidonic acid as preferred substrate, with Km 0,20 mM and Vmax 1,6 mmols min™
mg™. Optimum activity was reached at 27 °C and pH 7,0. From the molecular
structures of lipoxygenase Plexaura homomalla and Pseudomonas aeruginosa, were
created a hypothetical structural model of the SWPrecLox and SWAracLox.

Keywords: arachidonic acid, linoleic acid, enzymatic characterization, gene expression



1. INTRODUCAO

Os micro-organismos possuem a habilidade de catalisar diversas reacfes
organicas simultaneamente, o que lhes confere uma importancia consideravel na
industria. Biotransformacdo microbiana consiste na transformagédo de um composto
quimico em outro, utilizando um biocatalizador como mediador dessa conversao.
Pode-se utilizar desde células inteiras até enzimas purificadas no processo de
biotransformacgédo. Esta Ultima é mais recomendada, uma vez que ndo ha acumulo
de produtos secundarios e as reacfes paralelas sdo menos comuns (ISHIGE,
HONDA e SHIMIZU, 2005).

Neste trabalho ha um enfoque na biotransformacédo por oxido-reducdo, onde
uma ligacdo C-H é alterada com a finalidade de obter uma ligacdo C-OOH. Este tipo
de reacdo ocorre em varios organismos, desde bactérias até mamiferos, e esta
presente no metabolismo oxidativo de diversos compostos organicos, como por
exemplo, lipideos. As reacdes de oxido-reducado de &cidos graxos sao utilizadas
para obtencado de derivados hidroxilados que apresentam propriedades tensioativas,

antimicrobianas, ou para utilizacdo em fragrancias, lubrificantes e antibidticos.

Lipoxigenases sao enzimas que catalizam a oxido-reducéo de &cidos graxos
poliinsaturados que contém em sua estrutura um ou mais grupos 1,4-cis pentadieno,
produzindo hidroperdxidos a partir da incorporacdo de oxigénio molecular. Este
grupo de enzimas esta presente em animais (KUHN, 2000), plantas (FEUSSNER e
WASTERNACK, 2002), fungos (SU e OLIW, 1998), alguns organismos marinhos
(BRASH, 1999) e, recentemente, constatou-se a presenca em alguns micro-
organismos (BUSQUETS et al., 2004; VANCE et al., 2004).

Dentre as funcdes bioldgicas das lipoxigenases de eucariotos, estdo a
formacao de mediadores bioldgicos e sinais moleculares, como a sintese de acido
jasménico em plantas e leucotrienos em animais, reacdes de peroxidagao,
modificando a estrutura de membranas, mobilizacdo de lipideos, para serem
utilizados como fonte energética e biotransformacéo de endobidticos e xenobidticos.

O papel biolégico que desempenham as lipoxigenases em organismos procariotos



ainda ndo esta elucidado, pois sao recentes os estudos acerca dessa enzima em
bactérias. Experimentalmente sdo poucas as enzimas lipoxigenases procariéticas
qgue foram estudadas, a maior parte das pesquisas séo realizadas com os produtos
de reacdo dessas enzimas. Assim, pouco se sabe a respeito de sua estrutura,

mecanismo de ac¢do e fungéo bioldgica.

Estudos preliminares a este trabalho levaram a obtencdo de uma lipoxigenase
recombinante de Pseudomonas aeruginosa 42A2, e posterior cristalizacao estrutural
desta. Através de estudos da estrutura desta enzima, verificou-se que ha uma
diferenca entre o dominio N-terminal de lipoxigenases procaribticas e eucarioticas.
Desta maneira, fez-se necessario adquirir maiores conhecimentos sobre esta enzima
presente nos organismos procariotos, e através de pesquisas bioinformaticas,
escolheu-se as hipotéticas lipoxigenases da bactéria Shewanella woodyi ATCC

51908 para este estudo.



2. OBJETIVOS

Clonar e expressar os genes ACA87683.1 — 15-lipoxygenase Precursor e
ACA87192.1 — Arachidonate 15-lipoxygenase de Shewanella woodyi ATCC51908,

com a finalidade de confirmar sua atividade lipoxigenase
Caracterizar bioquimicamente ambas as enzimas.

Caracterizar os produtos gerados pela transformacao do substrato pelas

enzimas.

Realizar um estudo filogenético das sequéncias aminoacidicas de ambas as
enzimas e compara-las com outras lipoxigenases, tanto de procarioto como

eucarioto.

Realizar analise estrutural das enzimas tendo como modelos de estrutura

uma lipoxigenase eucariotica e uma procariética.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. TRANSFORMACOES MICROBIANAS

As primeiras referéncias aos processos de biotransformacdes datam de finais
do século XIX e principios do século XX onde se descrevem reacdes enzimaticas
em solventes organicos. Logo entrou em um estado de laténcia até metade da
década de 50, quando foi desenvolvida a sintese de cortisona a partir de

transformacdes microbianas, e trabalhos com esterases e desidrogenases.

A partir de entdo, gracas ao conhecimento adquirido sobre os sistemas
biolégicos e a fisiologia dos micro-organismos, 0 uso desses organismos nha
transformacao de substéncias se tornou constante, aumentando consideravelmente
0 humero de pesquisas sobre o tema (Figura 1). Quando se analisa a evolucao das
publicacdes cientificas sobre biotransformacdes em geral e especificas em micro-

organismos, observa-se um alto incremento destas nos ultimos 20 anos.

Numero de publicagdes referentes a biotransformacdes
vs ano de publicacdo
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Figura 1: Evolucado das publicag@es cientificas referentes a biotransformacdes (fonte:
SciFinder Scholar).



Sob o ponto de vista ambiental, as biotranformagdes microbianas tém grande
importancia. Com o aumento da contaminacdo ambiental, a preocupacdo com o
meio ambiente e sua recuperacao tornou-se interesse mundial. O desenvolvimento
sustentavel e os meios de obtencdo de energia limpa sdo temas altamente
discutidos, e tém sido cada vez mais utilizados pela industria e sociedade em geral.
Para os ambientes ja degradados, tem-se buscado solu¢des viaveis e de baixo custo
para a recuperacao destes. Uma das possibilidades de recuperacdo de ambientes
contaminados € a utilizacdo de transformacdes microbianas, uma vez que 0s micro-
organismos estdo presentes em todos o0s tipos de ambientes, e possuem alto
potencial para a degradacao de compostos contaminantes.

As biocatélises também estdo envolvidas na sintese a grande escala de
compostos essenciais a bioquimica e a biomedicina, assim como na criacdo de

novos materiais biodegradaveis através do uso de residuos como fonte de energia.

3.1.1. Biotransformacgfes microbianas

Biotransformacdo microbiana consiste na transformacdo de um composto
guimico em outro com pouca ou nenhuma toxicidade, utilizando um biocatalizador
como mediador dessa conversdo. O potencial dos micro-organismos em limpar solo,
dgua e sedimentos contaminados consiste numa tecnologia eficiente e
ambientalmente segura de descontaminacdo (ABBONDANZI, 2006). Esta conversao
pode ter uma ou mais etapa, ja que 0S micro-organismos Sao muito comuns em
transformacdes que impliqguem em mais de uma reacdo enzimatica em sequéncia
(DEMAIN, 2000).

A capacidade de catalisar muitas reacdes orgéanicas a uma soO vez faz com
gue 0s micro-organismos tenham uma aplicacdo industrial muito interessante e
fundamental para determinadas reacoes. As Dbiotransformacfes possuem
caracteristicas atrativas do ponto de vista industrial, pois a capacidade de realizar
reagcbes com sintese quimica sao dificeis e muito custosas, como por exemplo a

producdo de produtos quirais ou a hidroxilacdo de carbonos ndo ativos. Elas



também permitem evitar o uso de condi¢cbes extremas, como altas temperaturas e

pressoes, e, em geral, reduzem notavelmente os residuos gerados.

Em se tratando de biotransformacgdes, elas podem ser feitas utilizando-se
células inteiras de micro-organismos ou enzimas purificadas obtidas destes. O uso
de células inteiras sdo viaveis, porém possuem algumas desvantagens quando
comparadas as enzimas purificadas: problemas de permeabilidade de substratos
através das membranas, acumulo de produtos secundarios e reagfes paralelas as
quais podem alterar os produtos (ISHIGE, HONDA e SHIMIZU, 2005). Assim,
recomenda-se trabalhar com enzimas purificadas obtidas de determinados micro-
organismos. As enzimas, apesar de necessitarem de condi¢cdes de trabalho mais
restringidas, como pH ajustado, presenca de co-fatores, temperatura estavel, ainda
sdo mais recomendaveis que células inteiras. No entanto, um catalizador que seja
especifico a um Unico composto é economicamente inviavel. Deste modo, uma
enzima ideal é aquela que possui 0 espectro amplo de substrato desejado através
da retencdo de sua especificidade natural com respeito a regiosseletividade e
estereosseletividade (FABER e KROUTIL, 2005).



Tabela 1: Tipos de enzimas e suas fungoes.

Tipos de enzimas

Oxido-redutases

Responsaveis por reacoes de oxido-reducao.

Transferases

Responsaveis por transferir grupos funcionais de uma molécula a outra.

Hidrolases

Realizam reacdes de hidrolise.

Liases

Rompimento e formacao de ligagdes C-C, C-O e C-N, distintas as reacdes

redox e de hidrdlise. Normalmente eliminam ou adicionam duplas ligacdes.

Isomerases

Realizam reacdes de isomerizagéo.

Ligases

Envolvidas na formacgéo de ligacbes, com gasto de ATP.

A grande variedade de compostos quimicos presentes na natureza faz com
gue as biotransformacdes sejam muito amplas, e as enzimas que dela participam
sejam de diversas classes. Na tabela 1 encontram-se os diferentes tipos de enzimas
e suas funcdes biologicas. Neste trabalho ha um enfoque na biotransformacéao por
hidroperoxidacédo, um tipo de reacdo de oxido-reducdo, onde uma ligacdo C-H é
alterada com a finalidade de obter uma ligacdo C-OOH (Figura 2). A reacao de

hidroperoxidagdo faz parte do metabolismo oxidativo de muitos compostos



organicos, e ocorre nas mais diversas formas de vida, desde bactérias até

mamiferos.
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Figura 2: Exemplo de reacdo de hidroxilagdo — abstragdo de um &atomo de
hidrogénio e insergéo de oxigénio pela enzima lipoxigenase.

As reacbes de oxidacdo também sdo amplamente utilizadas na producao
industrial de materiais. Porém, sdo de dificil obtencdo, pois a maior parte das
enzimas hidroxilasas esta associada a membranas, formando complexos proteicos,
o que dificulta o isolamento da enzima e, quando isolada, costuma ser instavel
(HOLLAND e WEBER. 2000).

Atualmente, as pesquisas se centram em rastrear novos genes de micro-
organismos isolados de ambientes naturais pouco usuais, Como micro-organismos
termdfilos, psicréfilos, hal6filos, dentre outros, com a finalidade de se obter enzimas
gue catalizam novas reacdes ou enzimas com comportamento mais estavel em
condicbes extremas de temperatura, pH, solventes, etc (TURNER e SCHNEIDER,
2000).

3.1.2. Biotransformacéo de lipideos por micro-organismos

Oleos vegetais sdo substratos eficientes para as fermentacbes a escala
industrial, jA que sdo de baixo custo, renovaveis e deles se obtém produtos com
valor agregado tanto pelo uso alimenticio quanto por outros ambitos. Esses 6leos

estdo compostos geralmente por acidos graxos saturados e insaturados, com



excecdo do O6leo de ricino, composto basicamente de &cido ricinoleico. Estes
substratos sdo susceptiveis a transformagfes por micro-organismos, obtendo novos
produtos que apresentem uma reatividade e funcionalidade melhorada, como acidos
graxos monohidrolixados, dihidroxilados, trihidroxilados, esfingolipideos, amidos
graxos, poliésteres, lactonas, entre outros compostos (KUO, KANESHIRO e HOU,
2002).

As biotransformacfes dos acidos graxos podem ocorrer tanto em posi¢ao
terminal, subterminal, como em meio da cadeia. As duas primeiras sdo bem
conhecidas, ja que estdo envolvidas nas rotas de biosintese e biodegradacdo dos
préprios acidos graxos e de alcanos e hidrocarbonetos, tal como a a-hidroxilacdo na
posicdo 2 do acido palmitico por Arthrobacter simplex, gerando a-hidroxipalmitico, a
B-hidrolixagéo presentes nos polihidroxialcanos, sintetizadas por uma variedade de
micro-organismo (ANDERSON e DAVES, 1990), ou a w- hidroxilase de
Pseudomonas oleovorans que atua sobre acidos graxos saturados de 8, 10, 12, 14 e
18 atomos de carbono (KUO, KANESHIRO e HOU, 2002).

As reacgbes que ocorrem no meio da cadeia sdo inUmeras devido a grande
quantidade de ligacbes C-C e sdo altamente especificas para esta regido da
molécula, devido a posicado do substrato no centro ativo da enzima (KUHN, 2000).
As modificacbes mais comuns sdo realizadas por oxidorredutases, como a
lipoxigenase ou o complexo P450, mas também hé& outras modificagfes quimicas
realizadas por micro-organismos que podem afetar o centro da cadeia dos acidos
graxos, como, por exemplo, as metiltransferases de fosfolipideos de Mycobacterium
phlei, ou a isomerase de Pseudomonas sp. responsavel pela producdo do &cido
trans-A*?- octadecendico a partir de acido oleico (HAMMOND 1988).

As reacOes de oxidacdo através de células inteiras ou enzimas sdo utilizadas
para obtencdo de derivados oxidados que apresentam propriedades tensioativas,

antimicrobianas, ou para utilizacdo em fragrancias, lubrificantes e antibioticos.
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3.2.  Shewanella woodyi

Shewanellaceae sdo membros comumente encontrados em comunidades
complexas, em sistemas aquaticos, que sao quimicamente estratificadas numa base
permanente ou sazonal (HOFLE e BRETTAR, 1996). Devido a alta competitividade
desses ambientes, e para sobreviver com 0s recursos ali disponiveis,
Shewanellaceae desenvolveu sistemas reguladores potentes (FREDRICKSON et al.,
2008), 0 que as tornam micro-organismos com um grande potencial biotecnolégico.
Nas ultimas décadas, as bactérias dessa familia tém sido amplamente estudadas,
uma vez que desempenham um papel co-metabdlico importante na biorremediagéo
de poluentes organicos halogenados, degradacdo de petréleo bruto, reducdo de
oxidos de magnésio e ferro, e habilidade em produzir altas quantidades de acidos
graxos poliinsaturados (MYERS e NEALSON, 1988; PETROVSKIS et al., 1994,
RUSSELL e NICHOLS, 1999; IVANOVA et al., 2004). Membros dessa familia séo
gram-negativos, quimiorganotréficos, possuem forma de bastdo e mobilidade. Nao
formam endosporos ou microcistos, e sdo aerdbios ou anaerdbios facultativos.
Espécies dessa familia foram isolados em aguas costeiras, mar aberto e fechado, e
invertebrados de ambiente marinho (IVANOVA et al., 2004).

Shewanella woodyi

Shewanella woodyi sdo bactérias da familia Shewanellacea, ordem
Alteromonadales, classe gama-proteobacteria. Foram originalmente isoladas de
Mastigoteuthis flammea (molusco de agua salgada), agua e sedimento do Mar de
Alboran (mistura do Mar Mediterraneo com Oceano Atlantico). S&o luminescente,
obrigatoriamente respiratéria, hastes nao-esporulantes, com 0,4 - 1,0um por 1,4 -
2,0um, e cada célula possui um unico flagelo polar, desembainhado. As células
utilizam oxigénio, nitrato e nitrito como aceptores de elétrons e possuem atividades
catalase e oxidase. A temperatura ideal de crescimento € de 25°C, podendo variar

de 4 a 25°C . Todas as cepas produzem gelatinase, e a maioria das cepas
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produzem amilase, mas nao produzem lipase, quitinase ou agarase. O tipo da
estirpe € ATCC 51908 (MAKEMSON et al., 1997).

Seu genoma completo est4 depositado na base de dados GenBank, sob o
namero de referéncia CP000961.1. Segundo a sequéncia que ali se encontra,
Shewanella woodyi possui trés genes codificadores de lipoxigenase: Arachidonate
15-lipoxygenase (ACA87192.1), Hypothetical protein (ACA86597.1) e Precursor
protein (ACA87683.1). Porém, nenhum deles até o momento comprovado

experimentalmente.

Figura 3: Shewanella woodyi, microscopia electronica (BacMap Genome Atlas).

3.3. LIPOXIGENASES

Lipoxigenases sao enzimas que catalizam a oxido-reducdo de acidos graxos
poliinsaturados que contém em sua estrutura um ou mais grupos 1,4-cis pentadieno,
produzindo hidroperoxidos a partir da incorporacéo de oxigénio molecular. A primeira
lipoxigenase descrita na literatura foi reportada como uma enzima envolvida na
oxidacao de lipideos em plantas de soja (ANDRE e HOU, 1932).
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Este grupo de enzimas é encontrado em animais, sobretudo mamiferos
(KUHN, 2000), plantas (FEUSSNER e WASTERNACK, 2002), fungos (SU e OLIW,
1998), alguns organismos marinhos (BRASH, 1999) e, recentemente, constatou-se a
presenca em alguns micro-organismos (BUSQUETS et al.,, 2004; VANCE et al.,
2004).

As caracteristicas que permitem classifica-las como uma familia de enzimas

e A extracdo anterofacial do hidrogénio e a adicdo do oxigénio mostradas
na conversdo das duplas ligacbées 1(Z), 4(Z) dos acidos graxos poli-
insaturados a 1,3 (E,Z)-dienil-5-hidroperoxido (KUHN, 1986).

e A identidade dos alinhamentos de sequéncias por pares € de 21 — 27%
entre lipoxigenases de plantas e animais, de 43 — 86% entre
lipoxigenases de plantas, e de 39 — 93% entre lipoxigenases de
animais (PRIGGE, 1996).

e Os residuos aminoacidicos que servem como ligantes do ferro
catalitico (Fe?" - Fe®") estdo altamente conservados, tanto em
lipoxigenases de eucariotos como de procariotos (VIDAL-MAS, 2005).

e Diversas lipoxigenases, tanto animais como vegetais, apresentam

similaridades importantes quanto a estrutura genémica (CHEN , 1994).

3.3.1. Nomenclatura

As lipoxigenases de plantas s&o classificadas de acordo com a oxidagédo dos
acidos graxos poliinsaturados &cido linoleico (C18:2 insaturacdes) e &cido linolénico
(C18:3 insaturacgdes), ao contrario das lipoxigenases de mamiferos, onde o substrato
mais comum € o0 acido araquidénico (C20:4 insaturacdes). Desta maneira, as
lipoxigenases de plantas sdo classificadas de acordo com a especificidade de

oxigenacao do &cido linoleico, oxidado nos carbonos 9 e 13, classificando a enzima



13

em 9-LOX ou 13-LOX. As enzimas lipoxigenases de mamiferos podem ser
classificadas de acordo com sua posicdo especifica de oxigenacdo do acido
araquidénico. Assim, obtemos quatro familias: 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX e 15-LOX.
Porém, esta classificacdo se vé falha devido a crescente diversidade da familia de
lipoxigenase. Além do parametro de especificidade de oxigenacao, deve-se levar em
conta a estrutura do substrato, o alinhamento entre enzima e substrato no centro
ativo, condicdes de reacdo e caracteristicas fisico-quimicas, pois todos estes

parametros podem interferir no hidroperéxido formado.

Uma caracteristica a ser levada em conta para classificar as subfamilias de
lipoxigenases é a enantioseletividade, ou seja, dependendo da posicéo relativa que
ocupa o hidrogénio que se elimina e o oxigénio que se adiciona com relacdo ao
plano da dupla ligagdo entre carbonos. Deste modo, as lipoxigenases podem ser
classificadas também como R ou S (KUHN, 2000).

Uma classificacdo mais abrangente que se pode dar as lipoxigenases de
plantas é utilizando como base sua estrutura primaria. De acordo com sua
similaridade de sequéncia, lipoxigenases de plantas podem ser agrupadas em duas
sub-familias de genes: as que ndo possuem peptideo-sinal e contem uma sequéncia
com alta similaridade entre si (> 75%), chamadas LOXs tipo 1; ja as LOXs tipo 2 séo
aguelas que apresentam peptideo-sinal em sua extensdo N-terminal e uma
sequéncia com similiaridade moderada (~35%) (FEUSSNER e WASTERNACK,
2002).

Algumas lipoxigenases apresentam a caracteristica de formar uma mistura de
produtos, como por exemplo a lipoxigenase de reticulocitos de mamiferos, que
catalisam a oxigenacao nos carbonos C-12 e C-15, com as propor¢cdes variando

dependendo da espécie (BRASH, 1999 — minireview).

Quanto a classificacdo de lipoxigenases de procariotos, como ndo se tem
definido o substrato preferente, devido a escassez de trabalhos realizados em esse
ambito, a classificacdo se baseia nos parametros utilizados as lipoxigenases de

plantas e mamiferos.
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3.3.2. Mecanismo de acao das lipoxigenases

O mecanismo de acdo das lipoxigenases se baseia em trés passos
consecutivos representados na Figura 4.

O primeiro passo consiste na extragdo estereoseletiva de um hidrogénio do
grupo 1,4-cis,cis-pentadieno para formar um radical pentadienil. O segundo passo
corresponde a producdo de uma redistribuicdo dos elétrons na posicdo +2 (na
direcdo ao metil-terminal), ou -2 (na dire¢cdo ao carboxi-terminal) acompanhada da
conjugacao do grupo dieno em cis-trans. O terceiro e Ultimo passo € a inser¢éo do
oxigénio molecular de forma estereoespecifica (S- ou R-) e a consequente reducdo
do radical hidroperéxido (PRIGGE et al., 1997).

Insergdo do Oxigénio molecular em posigdo 13 (+2) Insergdo do Oxigénio molecular em posicdo 9 (-2)
H H H H
N MM\
\/\/E/\—;/\(\ﬁ\COOH — e COOH
l 5 l 5 Abstragdo de
H . o ¢H Hidrogénio
\/\/\z/Ct/\(\»/\ eSS~ G
7 ~COOH 7 COOH
l l Re-ordenagdo
do radical
\/\/\CMCOOH \/\/\_—_/\——CV\G/)’\COOH
> 5
l i Inserc¢do do Oxigénio
molecular
\/\/\M\COOH \/\/\_—_/\¥-/\€%/\COOH
HOO 5 OOH

Figura 4. Mecanismo de reacdo e regio-especificidade da lipoxigenase. Adaptacéo
de Andreou (ANDREOU e FEUSSNER, 2009).

Durante a catalise ha uma ativacdo do substrato pela perda de um proton e
insercdo da molécula de oxigénio. Neste processo de oxidorreducdo ha a

participacdo do ion de Fe®" ativado coordenando na enzima para a abstracdo do
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atomo de Hidrogénio que passa a Fe2* (inativo). A insercéo do oxigénio faz com que
se forme um radical C-OO-, que sera o composto que regenerard o Fe2* o qual se
passard a forma Fe3* novamente, a forma ativa. Este mecanismo de auto-
regeneracao da forma ativa do atomo de ferro da lipoxigenase € ilustrado na Figura
5.

SUBSTRATO, L-H m t L-
0,

Fe3+
Catalise da lipoxigenase Fe**

(ativo)

PRODUTO, L-OOH =& K / L'OO'

Figura 5: Catélise da lipoxigenase. Adaptacao de Brash (BRASH, 1999).

Ha proposto dois mecanismos gerais de interacdo do ferro com o substrato
(PRIGGE et al., 1997) (Figura 6). Ambos os mecanismos se iniciam com a forma
ativa da lipoxigenase, Fe3* . A ativacdo ocorre através da oxidacdo do Fe?* a Fe3*
por produto, gerando um radical livre de uma molécula de produto (COREY e
NAGATA, 1987).

No mecanismo que se mostra na Figura 6 (via superior), o Fe3¥* oxida o grupo
1,4-pentadieno para formar um radical pentadienil. A reacdo com o0 oxigénio
molecular produz um radical peroxil que reoxida o Fe?* e forma o produto
hidroperoxidado. O segundo mecanismo (Figura 6, via inferior) o Fe3" ajuda na
desprotonacao do dieno fazendo uma ligacdo direta com os carbonos resultantes. A
reacao continua com a insercao do dioxigénio na ligacéo Fe-C seguida pela ruptura
da ligagdo Fe-O. Esse mecanismo é interessante jaA que permite explicar de uma
maneira natural a regioespecificidade e a estereoespecificidade da enzima. Em
ambos 0s casos, 0s dois mecanismos sao similares. A abstracdo do hidrogénio &

produzida pela transferéncia de protons a um grupo de base ndo apresentada na
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Figura 6, gracas a proximidade do Fe3" , j& seguida pela formagao de uma ligagéo
ferro-carbono ou através de uma transferéncia de um elétron ao ferro (resultando em

um radical livre intermediario).

-

N

N 'OOM
0,

Figura 6: Esquema dos dois mecanismos de interacdo Ferro — substrato propostos
por Pridge e Nagata.

3.3.3. Funcdes das lipoxigenases

As funcdes bioldgicas das lipoxigenases estdo ligadas a sua especificidade, a

sua localizacdo, ou ao organismo que a contém.

Formacao de mediadores bioldégicos ou de sinais moleculares. Geralmente se

caracteriza pela sintese de um hidroperéxido especifico a partir de um acido graxo
livre. O produto da lipoxigenase pode atuar tanto como um intermediario ou como
um produto final de uma via metabdlica. Na Figura 7 encontram-se 0s principais
substratos da lipoxigenase e o0s produtos hidroperoxidos obtidos da catalise
enzimatica (JOO e OH, 2012).
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Em plantas, lipoxigenases estdo envolvidas na biossintese de A&cido
jasménico e aldeidos responsaveis por sinalizacdes - em mecanismo de defesa
(NEMCHENKO et al., 2006; QUAGLIA et al., 2012, SENTHILRAJA et al., 2013),
crescimento e desenvolvimento de plantas (SANTINO et al., 2003) e maturacao do
fruto (ZHANG et al., 2006). Em mamiferos, lipoxigenases participam na cascata de
acido araquidbnico para a biossintese de leucotrienos, e envolvidos na biossintese
de lipoxinas, que estdo implicadas na patogenicidade de varias doencas
inflamatorias, como artrites, psoriases e asma bronquial (KANTARCI e VAN DYKE,
2005). Os medicamentos atuais para asma incluem inibidores de 5-LOX e
antagonistas dos receptores de leucotrienos (DRAZEN, 1999).

Um exemplo de produtos da lipoxigenase que atue como produto final é a
sintese de 12-HETE (acido hidroxieicosatetraeonico) por parte da 12(S)-
lipoxigenase. A transformacao do acido araquidbnico a 12(S)-HETE foi demonstrada
pela primeira vez em plaguetas humanas e de bovino, em meados da década de
1970 (MORGAN et al, 2010). Sdo muitas as atividades biolégicas como moléculas
de sinalizacdo que se podem atribuir a HETEs e HEPTEs (acido
hidroperoxieicosatetraeonico). Os produtos finais podem provocar acdes rapidas e
potentes ou funcionar como sinalizador de ac¢des lentas. Como exemplo de acbes
rapidas, podemos citar a interven¢do na modulacao da neutransmissdo (PIOMELLI
et al., 1987) e envolvimento na reatividade plaquetaria, o que pode levar a casos de
hemostasia e trombose (YEUNG e HOLINSTAT, 2011). A diferenciacdo e
sobrevivéncia celular sdo exemplos de a¢des lentas nas quais participam 12-HETE
(YU et al., 1995; TANG et al., 1996).
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Figura 7: Principais substratos e os produtos hidroperéxidos obtidos da acéo
enzimatica da enzima lipoxigenase (JOO e OH, 2012).
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Reacbes de peroxidacdo — modificacio de estrutura de membrana. Associa-

se com o metabolismo de substratos esterificados e produz uma mistura de produtos
hidroperoxidados (Figura 4). Nas reacfes de peroxidacdo, ocorrem alteracdes
fisicas na célula ou alteracdo dos peréxidos. Neste caso, a estrutura em si do
hidroperoxido ndo tem tanta importancia como os efeitos que causa na membrana
celular e a oxigenagcdo secundéria provocada pela peroxidacdo lipidica (BRASH,
1999).

Uma classe interessante de produtos lipidicos derivados de 12 - e 15-LOX
sdo os eicosanodides esterificados formados pela oxidacdo enzimatica direta dos
fosfolipidios de membrana (DOBRIAN et al., 2011). Primeira evidéncia para a
formacao destes produtos foi documentada em eosindéfilos por Brinckmann et al.
(1998). Embora essas lipoxigenases sejam consideradas como enzimas citosdlicas,
com um aumento de calcio intracelular elas podem ligar-se aos fosfolipidios de
membrana, de forma reversivel (BRINCKMANN et al., 1998; KUHN et al., 2006). Em
células hematopoiéticas e de plaquetas, 15- e 12-LOX, respectivamente, tém a
capacidade de translocar as membranas celulares na presenga de agonistas, tais
como o célcio ionéforo, a trombina ou o colageno, o que aumenta a atividade de

oxigenacao dos acidos graxos pelas enzimas (MASKREY et al., 2007).

Mobilizacao de lipidios. Outro papel biolégico das lipoxigenases é a oxidacao

de acidos graxos insaturados esterificados em triglicéridos, processo envolvido na
germinacao de algumas plantas oleaginosas (FEUSSNER et al., 2001; FEUSSNER
et al., 1997). Apés a conversdo para 13-hidroperoxido, os &cidos graxos tornam-se
disponiveis para a B-oxidacdo e consequente utilizacdo como fonte de energia para

0 embrido em desenvolvimento.

Biotransformacdo de endobidticos e xenobidticos. Além das trés fungdes

descritas por Brash (1999), as lipoxigenases estdo envolvidas em muitas reacoes
presentes no metabolismo de xenobibticos. Lipoxigenase parece ser 0 UNico

catalisador que ativa a benzidina, uma substancia potencialmente carcinogénica, no



20

figado de ratos e humanos, dando inicio ao processo de degradacdo (KULKARNI ,
2001). Quatro mecanismos foram descritos na oxidagcdo de xenobibticos por
lipoxigenases: reacdo dependente de hidroperoxido, reacdo mediada por radicais
peroxils, reacdes dependentes de transferéncia de elétrons, reacdo de oxidagao
direta (KULKARNI, 2001).

Como se nota, as funcdes bioldgicas das lipoxigenases estdo bem descritas
em organismos eucariotos. Quanto ao papel dessas enzimas em procariotos, na
literatura ainda n&o se descreveu com seguranc¢a qual desempenham. Sabe-se que
esta ligada a producédo de lactonas que funcionam como moléculas de sinalizagcéo
(GUO et al., 2012; HUANG e SCHWAB, 2011). Alguns autores sugerem, no caso de
micro-organismos patdgenos, estar relacionado com a defesa do hospedeiro e
inflamacéo, através da alteracdo de mediadores quimicos presentes em animais
(VANCE et al., 2004). Em plantas, induzir respostas primarias as infecces por
organismos patégenos (OLIW, 2002). Os estudos realizados com a lipoxigenase de
Pseudomonas aeruginosa demonstraram que a enzima possui caracteristica
tensoativas, o0 que pode-se inferir que haja uma funcdo de biodisponibilizar
compostos lipofilicos para seu préprio uso como fonte de carbono e energia
(GUERRERO et al., 1997).

3.3.4. Lipoxigenases em eucariotos

O estudo de lipoxigenases em eucariotos foi amplamente realizado nos
altimos anos. Existem diversos grupos de pesquisa que se dedicam a pesquisar
lipoxigenases, especialmente as vegetais e animais, desde seu mecanismo de acao
e papel bioldgico, até estudos mais aprofundados sobre a estrutura cristalina dessas
enzimas. Também ha trabalhos referentes a lipoxigenases de fungos, porém em

ndumero mais reduzido.
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Lipoxigenase de fungos

Um dos estudos iniciais de LOX fungica foi de Pleurotus ostreatus, onde a
enzima foi obtida através da purificagdo por um processo que envolvia cromatografia
de gel filtracdo, de afinidade e de troca i0nica, e subsequentemente caracterizada.
Apresentou como produtos finais acido 13-hidroperoxido-9Z, 11E-octadiendicos
(KURIBAYASHI et al., 2002).

Wadman et al. (2009) caracterizaram as oxilipinas produzidas por Aspergillus

niger e as compararam com as produzidas por Aspergillus nidulans.

A primeira lipoxigenase recombinante de um basidiomiceto foi construida a
partir do genoma de Pleurotus sapidus, e expressada heterologamente em
Eschechiria coli. A enzima apresentou alta atividade catalitica na presenca de acido
linoleico, gerando 13S-hidroperdéxido como produto. E a primeira LOX descrita que
aceita hidrocarbono terpeno como substrato (PLAGEMANN et al., 2013).

Lipoxigenase de plantas

Lipoxigenases de plantas também sdo amplamente estudadas h& anos, e ha
um aporte muito grande de conhecimento acerca desta enzima com respeito ao

mecanismo de acado, papel bioldgico e estrutura cristalina.

A primeira estrutura tridimensional de uma lipoxigenase foi adquirida de uma
1-LOX de soja, onde 2 cavidades do principal dominio foi descrito (BOYINGTON et
al., 1993).

Diversas lipoxigenases de oliva (Olea europaea L.) foram caracterizadas
bioquimicamente. Uma 13-LOX foi estudada e apresentou peso molecular de 98 kDa
e atividade maxima a pH 6,0 (LORENZI et al., 2006). Duas lipoxigenases isoformes

foram separadas por precipitagdo salinica e cromatografia de troca ibnica. Ambas as
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enzimas apresentaram peso molecular em torno de 95 kDa, e produziram 13-
hidroperoxidos a partir de acido linoleico e a-linolénico (WILLIANS e HARWOOD,
2008). Dois clones de cDNA, OeplLOX2 e Oep2LOX2, foram isolados de oliva (Olea
europaea cv. Picual) e suas sequéncias de aminoacidos estudadas, demonstrando
que as enzimas clonadas séo do tipo 2-LOX, produzem 13-hidroperoxidos de &cido
linoleico e acido linolénico (PADILLA et al., 2009). Outro clone de cDNA foi isolado
de oliva, Oep2LOX1, e a sequéncia aminoacidica mostrou uma alta similaridade com
LOX tipo-1. Esta enzima recombinante apresentou como substrato preferivel acido
linolénico, gerando como produto 9-hidroperoxidos, enquanto que com &cido
linoleico, produziu uma mistura de 9- e 13-hidroperéxidos numa propor¢cdo de 4:1
(PADILLA et al., 2012).

Com a conclusdo do genoma de pepino (Cucumis sativus L.), alguns estudos
puderam ser realizados acerca de lipoxigenases. Foram identificadas 23 provaveis
sequéncias que determinam a expressao de lipoxigenases e, de acordo com
andlises dessas sequéncias, estdo conservados cinco sitios de ligacdo ao Ferro,
incluindo duas Histidinas de consenso do dominio LOX. Também se verificou a
presenca de lipoxigenase em diversos tecidos vegetais de pepino, sugerindo que a
enzima desempenha variadas funcfes (LIU et al., 2011). Através da técnica de RT-
PCR, verificou-se que 13 dos 23 genes responsaveis pela expressdo de
lipoxigenase em pepino (Cucumis sativus L.) eram detectaveis, e que 12 deles
apresentaram diferentes padrées de expressdo no exocarpo, endocarpo e polpa.
Quando submetidos a condicBes de estresse, revelaram transcricdes diferenciais, o
que indica suas diversas funcdes em respostas a estresse e desequilibrio hormonal
(YANG et al., 2012).

Uma lipoxigenase recombinante de milho foi construida e caracterizada
bioquimicamente, demonstrando que a enzima apresentou maior atividade em pH
7,5. Analisando os produtos gerados através de HPLC e GC-MS, verificou-se a
formacdo de 99% de 9S-hidroperoxido a partir de acido linoleico. 13-hidroperoxido
também foi produzido, mas em menor escala (cerca de 1%) e nas formas S- e R- na
proporcao de 2:3 (OSIPOVA et al., 2010). Outras lipoxigenases recombinantes de

milho, ZMLOX4 e ZmLOX5, foram estudadas a nivel molecular e bioquimico. Os
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genes foram expressados em diferentes partes da planta - ZmLOX4 nas raizes e
meristema apical e ZmLOX5 nos 6rgdos acima do solo. Ambos o0s genes
responderam de maneira diferente ao ataque de inseto, sugerindo que eles podem
ter papéis fisioldgicos diferentes no crescimento e desenvolvimento da planta (PARK
et al., 2010).

Um estudo com lipoxigenses de trigo (Triticum aestivum L.) comparou dois
genes de lipoxigenase (TaLOX1 e TaLOX2) com outras 143 sequéncias de LOXs de
outras plantas, e a partir disso realizou-se um estudo filogenético, onde constatou-se
gue LOXs de plantas podem ser classificadas em duas subfamilias — classificadas
de acordo com a auséncia (subfamilia 1) e a presenca (subfamilia II) de um

segmento de peptideo de cloroplasto (FENG et al., 2010).

Seis lipoxigenases recombinantes de Arabdopsis foram incubadas com NAE
18:2 e NAE 18:3 (N-acylethanolamine, poliinsaturado que serve como substrato
alternativo para oxidacdo de lipidios, essencial no desenvolvimento de sementes)
como substratos, e duas delas (AtLOX1 e AtLOX5) apresentaram atividade 9-LOX e
as demais (AtLOX2, AtLOX3, AtLOX4 e AtLOX6) atividade 13-LOX (KILARU et al.,
2011).

Também analisou-se a lipoxigenase presente na fruta do abacateiro. A
enzima foi extraida, parcialmente purificada, e alguns parametros foram estudados.
Verificou-se que a LOX de abacate tem como substratos preferiveis acido linoleico e
acido linolénico, e apresentou 6tima atividade a 40°C, em pH 6,5 e a 0,20 mM de
concentragéo do ion Célcio (JACOBO-VELAZQUEZ et al., 2010).

Kanamoto et al. (2012) identificaram genes que codificam lipoxigenase em
hepéticas, sugerindo que esta enzima ndo se encontra presente somente em plantas

superiores, mas também em briéfitas.
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Lipoxigenase de mamiferos

A lipoxigenase de mamiferos 15-LOX tipo-reticulocitos foi largamente
estudada com relacdo as propriedades enzimaticas, regulacdo celular da atividade
de lipoxigenase e papel biolégico da enzima (KUHN et al, 2002). Essa enzima
apresenta uma especificidade muito ampla a substratos, como acido a-linolenico,
acido linoleico e acido araquidonico. Com este ultimo, a enzima pode sofrer
inativacao suicida, embora este mecanismo seja ainda incerto (GAN et al., 1995).
Quanto a regulagdo celular da 15-LOX tipo-reticulécitos, ela pode se dar por
regulacdo transcripcional, translacional e poés-translacional. A acao biologica que
desempenha essa enzima, segundo a literatura, é de diferenciacdo celular,
intermediaria no processo de inflamacdo, desenvolvimento de asma bronquial,

carcinogénese e aterogénese.

Radmark et al. (2007) estudaram a regulacdo da expressédo e a atividade
enzimatica de uma 5-LOX, que catalisa os dois primeiros passos na biossintese dos
leucotrienos, um grupo de mediadores pro-inflamatérios lipidicos derivados do acido
araquidénico. O conhecimento da bioquimica desta enzima tem potenciais
implicacbes para o tratamento de varias doencas. Verificaram que, no que diz
respeito ao controle da atividade da enzima, ele esta relacionado com o dominio N-
terminal da 5-LOX.

Estudando a estrutura da enzima 5-LOX de humano foi encontrada uma
sequéncia desestabilizada que esta envolvida na orientacédo do carbono terminal que
se liga ao sitio catalitico. Foi relatada a estrutura cristalina de resolucdo de 2,4
Angstroms estabilizada por essa sequéncia (GILBERT et al., 2011).

LOFTUS et al. (2011) clonaram uma 5-LOX canina, e através de estudos
filogenéticos, verificaram que a sequéncia tem de 86 a 92% de homologia com

outras espécies, demonstrando uma alta sequéncia conservada.

Através de métodos de espectrometria de massas e cromatografia quiral,

foram analisados metabdlitos produzidos em ovarios de Mytius edulis, e verificou-se
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a presenca de 11(R)- e 12(S)-hidroxilados, formados por enzimas lipoxigenases.
Concluiu-se que gbdnadas femininas de Mytius edulis expressam 11(R)- e 12(S)-

lipoxigenases em diferentes estagios ovarianos (COFFA e HILL, 2000).

Estudos de lipoxigenases com finalidades terapéutica tém sido realizados no
ambito da medicina investigativa. A inibicdo da producédo de LOXs nos animais pode
vir a ter um grande potencial como tratamento de diversas doengas. O aumento da
expressao de 5-lipoxigenase no sistema nervoso de ratos foi correlacionado com um
agravamento do desenvolvimento do Alzheimer. Assim, uma inibicdo farmacologica
dessa LOX poderia ser um tratamento contra esta doenca (CHU et al., 2013). 12-
lipoxigenase (12-LOX) tem sido relatada como sendo um gene importante na
proliferacdo de células cancerigenas e na sobrevivéncia e metastases de tumores. A
inibicdo da 12-LOX conduziu a redugcdo do numero de células de carcinoma
hepatocelular, parcialmente causadas por um aumento da apoptose, 0 que torna um
potencial alvo molecular para a prevencéo e tratamento de carcinoma hepatocelular
(XU et al, 2012).

3.3.5. Lipoxigenases em procariotos

Os progressos no estudo de LOX procariotas nos ultimos anos se limitam a
poucos micro-organismos: Pseudomonas aeruginosa, e as cianobactérias Nostoc
punctiforme (Anabaena), Cyanothece sp, e Acaryochloris marina. As pesquisas
estdo focadas em elucidar a sequéncia genética e a caracterizacdo das
propriedades cataliticas da enzima, mas pouco se estuda a respeito de sua funcéo
bioguimica nos micro-organismos analisados ou a respeito da participacdo em

determinadas vias metabdlicas.

O desenvolvimento de técnicas de sequenciamento gendmico propiciou

identificar a presenca do gene da lipoxigenase em diversas bactérias, em especial
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proteo- e cianobactérias. Porém, o papel bioldgico que desempenham nesses micro-

organismos ainda néo esta elucidado.

Vance et al. (2004) verificaram a presenca de uma 15-LOX- araquiddnica em
Pseudomonas aeruginosa cepa PA01, convertendo acido araquiddénico em acido 15-
hidroxieicosatetrainoico (15-HETE). Mediante anélise da sequéncia de todo genoma
da PAO1, constatou-se que esta LOX apresenta homologia a LOX de eucariotos. A
partir da base de dados “GenBank” se encontrou uma similaridade de 43,6% com
respeito a 15-LOX- araquidonica tipo 2 de Homo sapiens, e 25,7% em relacdo a
nivel proteico. Os resultados demonstram que o patégeno P. aeruginosa esta

equipado para sintetizar mediadores quimicos antiinflamatérios de eucariotos.

Oxilipinas e LOXs foram isoladas e analisadas em Nostoc puntiforme
(PCC73102) (LANG e FEUSSNER, 2007). O DNA isolado gerou sequéncias de duas
LOX distintas, chamadas de NpLox1 e NpLox2, e foram identificadas como 13-LOX
de acido linoleico. Através da sonicacdo das células, foi possivel obter mais
hidroperoxidos derivados da acdo da LOX e oxilipinas ndo esterificadas do que
quando as células ndo eram danificadas. No entanto, a quantidade de
hidroperéxidos derivados da atividade da 13-LOX encontrados foi a mesma tanto em
células rompidas como inteiras. Estes resultados indicam que a 13-LOX se

expressam em N. puntiforme através do dano celular.

Recentemente se identificou em Nostoc sp PCC 7120 uma LOX bifuncional
com atividade linoleato-diol-sintasa, com estereoespecificidade R e a singularidade
de ter uma alanina (Ala) no sitio que determina a especificidade quiral ao invés da
altamente conservada glicina (Gly) (ANDREOU et al., 2008). Assim, caracterizou-se
a atividade catalitica da porcdo C-terminal dessa LOX bifuncional. Para isto, este
dominio LOX foi expressado em E.coli e purificado, e realizou-se mutacfes para
verificar se a substituicdo da alanina por aminoacidos menores ou maiores
alterariam a estereoespecificidade da enzima. Uma mutacéao da Ala por uma Gly nao
alterou a estereoespecificidade dos produtos, enquanto que a mutagéo por valina
(val) ou isoleucina (lle) modificou tanto a regio- quanto a enantioseletividade da
enzima. Quanto as constantes cinéticas, estas nao foram alteradas de forma

significativa quando a Ala foi substituida por Gly ou Val, mas apresentou uma Vmax
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reduzida quando substituida por lle. Deste modo, 0os autores sugerem que o modelo
para explicar a estereoespecificidade da reagdo da LOX pode ser aplicado a
enzimas que contém aminoacidos menores em R-LOX e aminoacidos maiores em S-
LOX nas posicbes que controlam a especificidade. Assim, as mudancas em
estereoespecificidade podem vir acompanhadas de mudancas na regioseletividade,
ja que a troca da Ala por lle gerou uma mudanca de R a S, e também uma mudanca
na posicdo de oxigenacdo de C-9 do acido linoléico a C-13. Ja a orientacdo do
substrato ndo se vé afetada pelas mutacdes, somente pode bloquear o acesso ao C-

9 quando na inser¢ao de aminoacidos muito volumosos (Figura 8).

Ala—Val

Ala—lle

Figura 8: Orientacdo do substrato de acordo com o0 aminoacido presente
(ANDREOU et al., 2008).

Analisando o genoma de Nostoc sp PCC7120, descobriu-se uma possivel
LOX denominada NSpLOX que continha uma extensdo N-terminal similar a
peroxidasas e catalasas. Analisando individualmente os dominios C-terminal e N-
terminal, este primeiro apresentou atividade enzimatica de LOX 9R-linoleato. Ja o
dominio N-terminal ndo demonstrou atividade catalitica. No entanto, a enzima

NspLOX completa apresentou atividade linoleato diol sintasa, gerando acido
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(10E,12E)-9,14-dihidroxi-10,12- octadecadienoico como produto principal a partir de
acido linoleico e acido (10E,12E,14E)-9,16- dihidroxi-10,12,14-octadecatrienoico
como produto principal a partir de acido a-linolénico (ALA), sendo este ultimo o
substrato preferido (ANDREOU et al, 2008). Extratos soluveis de Nostoc sp.
apresentaram mais hidroperoxidos derivados da atividade de 9-LOX em células
rompidas do que em células intactas, mas ndo se detectou produtos referentes a
atividade de NspLOX. Como em todo o genoma de Nostoc sp. ndo ha outra
sequéncia de LOX, sugere-se que as oxilipinas encontradas podem ser produtos
endégenos da NspLOX. Assim, NspLOX é uma 9R-LOX, que se desvia da
especificidade do sitio Coffa, ja que possui Ala em seu sitio ativo, mas gera produto
R em vez de S. Isto sugere que, ou mais de um residuo de aminoacido esta
envolvido na determinacdo da estereoespecificidade das LOXs, neste caso um
aminoacido de cadeia maior levaria a atividade de 9S-LOX, ou que esta LOX
“‘conta”os carbonos a partir do extremo metilo do substrato para insertar a primeira

molécula de oxigénio.

A cianobactéria Anabaena sp. PCC7120 também apresenta em seu genoma
0 gene correspondente a uma LOX (ZHENG et al., 2008). A sequéncia codifica uma
proteina de fusdo similar a uma hemoproteina catalasa com uma LOX pequena
presente no C-terminal. Esta mini-LOX contém ferro ndo-heme em seu sitio ativo e
apresenta alta atividade com acido linoleico e acido linolénico, gerando o0s
respectivos 9R-hidroperéxidos, a imagem espelho dos produtos da 9S-LOX das
plantas. Uma mutacédo dirigida no sitio ativo com Ala, tipicamente conservada com
Gly em R-LOX, revelou que essa substituicdo com Gly mantém a especificidade 9R,
enguanto que a substituicdo por Val muda a oxigenacgéao a 13S, implicando que a Ala
represente o equivalente funcional da Gly em outras R-LOXs. Zheng et al. (2008)
verificaram que esta mini-LOX, apesar de ndo possuir o dominio B-barril e sequéncia
adicional, é cataliticamente completa. As LOXs de mamiferos e plantas estdo
relacionadas em sequéncia apenas pelo dominio catalitico de Anabaena. Verificou-
se que a proteina de fusdo completa e o dominio LOX isolado converte &cido
linoleico e acido linolénico a 9R-hidroperoxidos, o mesmo ocorre com 0 acido
araquidoénico, que foi convertido a seu produto equivalente para um acido graxo de
20 carbonos, 11R-HPETE (ZHENG et al, 2008).
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A cianobactéria Acaryochloris marina também apresenta uma proteina com
atividade LOX, codificada como proteina de fusdo com uma hemoproteina similar a
catalasa, e se notou atividade enzimatica do dominio LOX. Gao et al. (2010)
expressaram em proteinas recombinantes em E. coli a proteina completa e o
dominio C-terminal com atividade LOX. Verificaram que o dominio LOX de A. marina
contém os tipicos ligantes de um ferro com disposi¢cdo ndo-heme — trés histidinas,
uma asparagina e uma isoleucina no C-terminal. Verificaram também que A. marina
possui Gly586 em seu sitio Coffa, originando produtos R-especificos. O dominio
LOX de A. marina oxigenou 0s acidos graxos 6mega-3 poliinsaturados na posi¢cao n-
7 e com estereoespecificidade R. O acido a-linoleico e o acido estearidénico (C18.4
o6mega-3) foram transformados nos correspondentes 12-(R)-hidroperoxidos, o acido
eicosapentandico em 14-(R)-hidroperéxido e o acido docosahexandico em 16-(R)-
hidroperoxido. Os &cidos graxos 6mega-6 poliinsaturados foram oxigenados
formando o &cido 9-(R)-hidroperoxi-octadecadienoico a partir de AL, e 4cido 11-(R)-
hidroperoxi-eicosatetraenoico a partir de AA. O &cido estearidénico — acido graxo
predominante em A. marina — quando transformado metabolicamente pela proteina
completa (dominio LOX e hemoproteina similar a catalasa) produz uma oxidagao
12R, com subsequente conversao pelo dominio similar a catalasa a um epoxido
aleno, provavelmente um precursor ou derivado da ciclopentanona ou
ciclopentenona envolvidos na via do jasmonato, ou outras moléculas de sinalizacao
interna (GAO et al., 2010).

Cyanothece sp é outra cianobactéria que apresenta em seu genoma genes
homélogos a genes de LOX. Andreou et al. (2010) clonaram e expressaram um
desses genes, o qual chamaram CspLOX2. Verificaram que se tratava de uma mini-
LOX que catalisa a conversdo do &cido linoleico a &cido 11-(R)-
hidroperoxioctadecadienoico, um hidroperéxido bisalilico, como produto maioritario.
CspLOX2 também origina uma mistura de produtos de lipoxigenacdo tipicos,
contendo, por exemplo, hidroperoxidos 9R e 13S. Esse hidroperoxido bisalilico
apenas havia sido descrito anteriormente para uma LOX do fungo
Gaeumannomyces graminis, que utiliza Mn em seu sitio ativo. No entanto, CspLOX

utiliza Fe no lugar de Mn. Se concluiu que CspLOX é uma nova mini-LOX que possui
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ferro ndo-heme e catalisa a formacéo de hidroperoxidos dialilicos, o que, até entédo

era comum em LOX com Mn em seu sitio ativo.

Garreta et al. (2011) obtiveram o primeiro cristal de uma LOX bacteriana,
Pseudomonas aeruginosa 42A2. O cristal apresentou uma estrutura com um
dominio Unico, sem o dominio N-terminal PLAT, que aparece nos cristais de LOX até
agora descritos. A LOX de P. aeruginosa contem duas hélices a antiparalelas (a2A e
a2B) formadas pela insercdo de 90 residuos e adjacente a entrada da cavidade do
substrato, podendo ter como funcdo ser uma “tampa” — e que ndo havia sido descrita
anteriormente. Apresentou também a presenca de um condutor secundario com
forma de cavidade, que permitiria 0 acesso do oxigénio molecular no centro ativo da
enzima. A estrutura cristalina da LOX de P. aeruginosa 42A2 ainda revelou uma
forte interacdo entre a cavidade catalitica da enzima e um fosfolipidio - a cadeia
alifatica de 18 carbonos do fosfolipidio chega até o sitio ativo enquanto a outra
cadeia alifatica de 14 carbonos atua com a nova estrutura de hélices a antiparalelas
(Figura 9).

Figura 9: Superposicao de estruturas de LOXs de Plexaura homomolla (em azul), e
Pseudomonas aeruginosa 42A2 (em verde), em rosa se observam as 2 hélices
antiparalelas (a 2A e a 2B) de P. aeruginosa formadas pela inser¢éo de 90 residuos,
e a falta do dominio N-terminal PLAT, presente em Plexaura homomollay ausente
em Pseudomonas aeruginosa 42A2 (GARRETA et al., 2011).
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3.3.6. Estudo filogenético das lipoxigenases

A determinacdo da estrutura primaria de muitas proteinas permite realizar
relacbes evolutivas entre elas. Em um estudo evolutivo ideal as proteinas séo
alinhadas por sua sequéncia de forma linear e comparadas por sua estrutura
tercidria. Mas isso nem sempre € possivel, pois ndo se conhece a estrutura terciaria

de muitas proteinas.

Para realizar uma analise filogenética e evolutiva se analisam as mutacdes
produzidas ao longo do tempo sobre determinada sequéncia. Em diferentes estudos
filogenéticos de lipoxigenases se observa distintas agrupacdes, dependendo de sua
origem, da sua localizacdo ou sua especificidade, ja que as lipoxigenases possuem

conservados somente os residuos do centro ativo.

Diversos autores se dedicaram a estudar a filogenia das lipoxigenases, tanto

de plantas como de mamiferos.

Cheng et al. (2006) clonaram dois genes de lipoxigenase de Populus
deltoides e, com base nessas sequéncias e outras adquiridas no banco de dados,
realizaram um estudo filogenético. Lipoxigenases tipo 2 13-LOX foram identificadas
como um grupo. Estudos anteriores indicam que estas LOXs sao responsaveis pelo
desenvolvimento de resisténcia e tolerancia ao estresse na planta — os clones de
Populus deltoides se encontram neste grupo. Esse grupo foi dividido em 2 sub-
espécies: um apresentou LOX de dicotiledéneas e monocotiledénias, e o outro
somente de dicotiledéneas. Outro grupo identificado foi o de LOX tipo 1,
relacionados com desenvolvimento de resisténcia em plantas, mediando atividade

anti-microbiana via sintese de oxilipinas.

Feng et al. (2010) compararam um cluster de 47 sequéncias de aminoacidos
gue geram lipoxigenases de plantas. Formaram-se dois grupos muito bem definidos:
o primeiro grupo, contendo 33 membros, 0s quais ndo continham peptideo-sinal de

cloroplastos, e o segundo grupo, com 14 membros, 0s quais tinham uma sequéncia
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de cloroplastos. No primeiro grupo, observou-se a formacao de dois sub-grupos, G1,
composto exclusivamente de LOXs de dicotiledbneas, e G2, exclusivamente de
monocotiledéneas. Ja no segundo grupo, se observa G3 e G4, ambos com

lipoxigenases de mono e dicotiledéneas.

Quanto a estudos filogenéticos de lipoxigenases de procariotos, muito pouco
se ha agregado até entdo. Andreou e Feussner (2009) geraram uma arvore
filogenética a partir de sequéncias de lipoxigenases de mamiferos, plantas, bridfita,
corais, algas e cianobactérias. Dentre as plantas, estas se dividiram em 3 grupos:
13(S)-LOX legumes, 13(S)-LOX tipo 2 e 9(S)-LOX tipo 1. As lipoxigenases de
mamiferos formaram um grupo a parte, que ficou entre dois grupos de lipoxigenase
de procariotos, 0 9(R)-LOX e 13(S)-LOX (Figura 10).

Lox1Gm 4
Lox1Gms _ [

(13S)-LOX /
legumes (9S)-LOX

type 1

(138)-LO.
type 2

(QR)'LOX Mm8-LO.
prokaryotes Mm 12R40X

Mm 112-LOx Mmei2L0X

Wmpiziox  Mmammals

Figura 10: Andlise filogenética de proteina LOX de plantas, mamiferos, fungos,
corais, algas e cianobactérias (ANDREOU e FEUSSNER, 2009).
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Os genes de lipoxigenase de Cianobactérias também foram estudados
(KOEDUKA et al., 2007). Os genes de lipoxigenase de Nostoc puntiforme foram
clonados e expressados em Escherichia coli, obtendo-se a proteina recombinante.
Esta, quando incubada com acido linoleico, resultava num hidroperéxido 13-S.
Alinhamentos realizados com outras LOXs indicaram que trés histidinas, a isoleucina
C-terminal, e o quinto ligante (H327, H332, H510, 1630, y N514 en NpLOX1, y H245,
H250, H427, e N431 em NpLOX2), todos relacionados com a coordenacédo do ferro
nao-heme, estdo adequadamente situados. No entanto, em NpLox, a isoleucina C-

terminal esta trocada por uma valina (Figura 11).

Neste estudo também verificou-se que a diferenca entre as LOXs de P.
aeruginosa e as NpLox é que as primeiras contém uma sequencia N-terminal que as
tornam enzimas secretaveis, enquanto a NpLox s&o enzimas sollveis em

citoplasma.
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Figura 11: Sequéncia de alinhamentos de NpLOX1, NpLOX2, P. aeruginosa LOX
(KOEDUKA et al., 2007).

Também foi feito uma analise filogenética das sequéncias dos genes de NpLoXx,
demonstrando uma alta homologia com a sequéncia de LOX de P. aeruginosa, e

estas enzimas formam uma subfamilia diferente de outras LOX de procariotas.
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3.4. SISTEMAS DE CLONAGEM E EXPRESSAO DE PROTEINAS
RECOMBINANTES

Atualmente, diversos sistemas de expresséo de proteinas heterdlogas foram
desenvolvidos e disponibilizados no mercado, seja procarioticos ou eucariéticos.
Dentre os eucaridticos destacam-se aqueles constituidos por leveduras, geralmente
Pichia pastoris e Saccharomyces cerevisiae, e células de mamiferos, aves e insetos
transfectadas com vetores virais apropriados. Nos sistemas procarioticos
destacamos a utilizacdo de Escherichia coli no processo de expressdo proteica
(WALSH, 1998). Este sistema é o mais comumente usado na producéo de proteinas
recombinantes heterélogas. No ambito comercial, diversas proteinas de interesse
terapéutico sdo produzidas utilizando-se esse método: insulina, horménio de
crescimento, dentre outras, obtendo-se alto nivel de expresséo. Isto certamente se
deve ao fato de serem de facil manipulacéo, crescerem em curto espaco de tempo e
necessitarem meios relativamente simples. Os processos de extracdo e purificacdo
da proteina recombinante sdo menos complexos e apesar de ndo permitirem
modificacdes pds-traducionais, a expressao de proteinas em E. coli tem apresentado
grande éxito. (LUGOVSKAYA et al., 2006).

A escolha do processo para a sintese e purificacdo de proteinas
recombinantes € determinada por uma variedade de critérios, onde destacam-se as
propriedades biologicas intrinsecas da proteina desejada, a finalidade de sua

obtencao e a viabilidade econémica do método.

Se por um lado os sistemas procariotos sdo detentores de inUmeras
vantagens, com destaque para a sua maior simplicidade e grande capacidade de
producdo de proteinas heterdlogas, podem n&o funcionarem apropriadamente,
dependendo do material genético molecular que transcreve essa proteina, e da
natureza da proteina a ser expressa. As bactérias sdo hospedeiras mais comuns
para expressao de proteinas recombinantes. No entanto, ndo possuem sistema de
endomembranas e nao realizam modificagbes pos-traducionais, o que pode impedir

0 correto processamento de proteinas a serem expressas (CREGG, 1999).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MICRO-ORGANISMOS

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes cepas bacterianas:

Shewanella woodyi ATCC 51908, obtida da colecdo de micro-organismos da

Facultat de Farmacia, Universidad de Barcelona, Espanha.

Escherichia coli DH5a: Apresenta um gendtipo F~ gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17 (rk" mk’) glnV44 deorA(lacZYA-argF)u169 [®80dA(lacZ)M15]. Permite a
complementacdo com o extremo N-terminal da B-galactosidase, e é recomendada

em experimentos de clonagem.

Escherichia coli BL21(DE3): Apresenta um genotipo F~ ompT hsdSs (187, ms™) gal
dcm A(DE3). Cepa de E.coli que permite uma eficiente expressdo proteica de
diversos vetores que possuam o promotor da RNA polimerase T7. A RNA
polimerase €& fornecida pelo bacteriofago A DE3, o qual esta integrado no

cromossomo da bactéria BL21.

Escherichia coli BL21(DE3) pLys: Apresenta o gendtipo F~ ompT hsdSe(r8” mB”)
gal dcm (DE3)pLysS (CamF). Cepa que expressam T7 lisozima, e suprimem a
expressdo basal de RNA poimerase T7, estabilizando recombinantes pET que

codificam proteinas alvo.

Escherichia coli BLR: Essa cepa € um derivado recA da BL21(DE3), que pode
melhorar o rendimento da expressdo e estabilizar o plasmideo que contém a

sequéncia alvo.
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4.2. MEIOS DE CULTIVO E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Utilizou-se o meio caldo marinho (Difco —Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA) na concentracao de 55,1g/L para crescimento da cepa de
Shewanella woodyi ATCC 51908. Para crescimento em placas de petri da cepa de
S. woodyi, foram utilizados placas contendo agar marinho na concentracdo 37,4g/L

(Difco —Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA).

Para o cultivo, manutencdo e experimentos de transformacdo das cepas de
E.coli, utilizou-se meio Luria-Bertani (LB). Este foi preparado nas seguintes
concentracdes: 10g/L de triptona (Oxoid — Oxoid Ldt., Cambridge, UK), 10g/L de
NaCl (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) e 5g/L de extrato de levedura (Oxoid —
Oxoid Ldt., Cambridge, UK), ajustando a pH 7,0. Para crescimento em placas de
petri das cepas de E. coli se utilizou placas de meio sélido adicionando-se ao LB

agar bacteriologico a uma concentracgédo final de 15 g/L.

Para selecdo e manutencdo dos clones recombinantes de E. coli, 0s meios

foram suplementados com antibi6ticos:

- Ampicilina: preparou-se uma solugdo concentrada de 100 mg/mL de ampicilina
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em &gua destilada. A solucdo foi
esterilizada por filtracdo e adicionada ao meio a uma concentracdo final de 100

pg/mL.

- Kanamicina: preparou-se uma solucdo concentrada de 100 mg/mL de kanamicina
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em &gua destilada. A solucdo foi
esterilizada por filtracdo e adicionada ao meio a uma concentracdo final de 100

png/mL.

Para a selecdo dos clones recombinantes mediante o sistema de a-
complementagdo (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 2001), utilizou-se placas de
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meio LB sélido suplementadas com IPTG - isopropil-B-D-tiogalactosidase (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) e X-Gal - 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranoside (Fermentas —Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).
Foram preparadas solu¢cdes concentradas de IPTG em agua destilada a 100 mg/mL
e X-Gal em dietilformamida a 50 mg/mL. As concentracdes finais de IPTG e X-Gal
nas placas eram de 100 pg/mL e 40 pg/mL, respectivamente (Promega Co.,
Madison, WI, USA).

No caso da cepa de S. woodyi ATCC 51908 cultivada em caldo marinho, o
crescimento se deu em mesa agitadora a 25°C, agitacao de 150 rpm, por 16 horas.
Para o cultivo liquido de E. coli recombinante, o crescimento foi a 37°C a 150 rpm,

por 16 horas.

4.3. VETORES

Utilizou-se o vetor pGEM-T Easy (Promega Co., Madison, WI, USA) para
clonar fragmentos de DNA obtidos a partir de PCR. Este vetor apresenta-se
preparado, aberto com EcoV e com uma Timina adicionada ao terminal 5’, o que
aumenta sua eficiéncia, pois previne a recircularizacdo do vetor e facilita a insercao
do produto de PCR. Este vetor contém promotores de RNA polimerase T7 e SP6,
que flanqueiam uma multipla regido de clonagem em peptideo a codificante da
enzima [-galactosidade — inativando a peptideo pode-se rastrear os clones
recombinantes através da coloragdo azul/branca. O vetor pGEMTeasy contém

3000pb, e contém o gene que codifica resisténcia a ampicilina (Figura 12).
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Figura 12: Mapa do vetor de clonagem pGEM-T Easy
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Como vetor de expressao utilizou-se pET28a(+) (Novagen - Merck KGaA,

Darmstadt, Germany), que possui kanamicina como marcador de selecédo (Figura

13). Contém no amino-terminal uma regido que codifica seis Histidinas depois da

regido de clonagem, o que promove posteriormente a possibilidade de purificar a

enzima recombinante com cromatografia de afinidade em coluna carregada de

niquel. Esse vetor possui 5369pb e conta com uma zona de clonagem sob influéncia

do promotor T7 regulado pelo repressor lac e induzido pela adigdo de d’isopropil-3-

D-tiogalactosidase (IPTG).



Figura 13: Mapa do vetor pET-28a
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40

S. woodyi ATCC 51908 foi crescida em caldo marinho, a uma temperatura de

25°C, agitacdo de 150rpm, por 16 horas. Em seguida uma aliquota de 10mL de

cultivo contendo as células foi utilizada para extracdo do DNA genémico da bactéria.

Este material foi centrifugado a 8,000g, durante 10 minutos, o sobrenadante

descartado e as células suspendidas, segundo o protocolo de “DNA Purification Kit
Wizard Genomic” (Promega Co., Madison, WI, USA).

4.4.2. Extracdo do DNA plasmidico

E.coli recombinante foi crescida em meio Luria-Bertani, a uma temperatura de

37°C, agitagdo de 150 rpm, por 16 horas. Em seguida uma aliquota de 10 mL de
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cultivo contendo as células foi utilizada para extracdo do DNA plasmidial da bactéria.
Este volume de cultivo foi centrifugado a 8,000g, durante 10 minutos, o
sobrenadante descartado e as células contendo o plasmideo de interesse
suspendidas segundo o protocolo de “DNA Purification System Minipreps” (Promega
Co., Madison, WI, USA).

4.4.3. Desenho e sintese de oligonucleotideos

Os nucleotideos foram desenhados com base na sequéncia nucleotidica de
Shewanella woodyi ATCC 51908 depositada no banco de dados genomico NCBI.
Foram calculadas as temperaturas de desnaturacdo (Tm), formacdo de dimeros,
falsos positivos, zonas de autohibridacdo. Os oligonucleotideos foram desenhados a
partir das zonas codificantes correspondentes a extremidade C-terminal e N-terminal
das provaveis lipoxigenases de S. woodyi ATCC 51908, com a ajuda do programa
“Vector NTI® Advance Software”. A sintese foi realizada por Sigma-Aldrich Espanha
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Na tabela 1 se descrevem as sequéncias
nucleotidicas utilizadas neste trabalho.

Tabela 2: Sequéncias de oligonucleotideos desenhados a partir das zonas
codificantes correspondentes a extremidade C-terminal e N-terminal das provaveis
lipoxigenases de S. woodyi ATCC 51908, utilizados para amplificar os genes de
interesse.

Oligonucleotideos

Lipoxigenase Precursora - Sense TTA GTT ATG ACT AAT AAG AAT GAC AAT C
Lipoxigenase Precursora - Antiense TCC CTT ATT AGT TCC AAG GACTTAC
Lipoxigenase Araguiddnica - Sense ACG CGC ATG AGA GAT AACTCATTAC

Lipoxigenase Araquiddnica - Antisense CTC TTT GAG TTA GAT GCT TAT GCT ATT GG
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4.4.4. Amplificagéo in vitro do DNA através de PCR

Utilizou-se a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para amplificar in vitro os
genes de lipoxigenase de S. woodyi ATCC 51908, os quais foram confirmados no

banco de dados genémico NCBI.

A reacéo realizou-se em termociclador QCycler (Antarus Biotech Inc.), com os

seguintes elementos:

- desoxiribonucleotideos (ANTP) 2.5mM

- AmpliTaq Gold DNA Polimerasa (Applied Biosystems, Paisley, UK) 2.5 U/ul
- primers sense e antisense 50uM

- DMSO

- DNA 30 ng/ul

- H,O bidestilada estéril até um volume final de reacao de 60 ul.

As diferentes condi¢cdes de amplificacdo variam de acordo com 0s primers
utilizados e com o fragmento a amplificar. Na Tabela 3 encontram-se as condi¢bes
utilizadas:



Tabela 3: Condicbes utilizadas para amplificacédo
Lox_Araquidbnica.
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dos genes Lox Precursor e

Lox_Precursora

Lox_Araquidonica

ETAPA
Duracéo Temperatura Duragéo Temperatura

inicio 5 95°C 5 95°C
desnaturacao 45” 94°C 45” 94°C
hibridacao 1 50°C 1 55°C
extensao 1" 30" 72°C 1" 30” 72°C
extensdo final 10” 72°C 10” 72°C

finalizagao o0 4°C o0 4°C

4.4.5. Eletroforeses de DNA em gel de agarose

Os produtos das reacdes de PCR, as mini-preparacdes de DNA plasmidial

bem como as digestbes com enzimas de restricdo, foram eletroforeticamente

separados em gel de agarose 0,8 a 1% (p/v) preparado em tampao tris-acetato-

EDTA (TAE). Ap6s a corrida, o gel foi submergido por aproximadamente 30 minutos

em tampédo TAE contendo brometo de etidio na concentracédo final de 0,5 mg/mL, e

0 DNA foi visualizado sob luz ultravioleta.

4.4.6. Purificacdo de DNA em bandas de gel de agarose

Os produtos de PCR e de restricdes enzimaticas foram retirados do gel de

agarose com o auxilio de um bisturi, e purificados utilizando-se o kit comercial
“Wizard SV Gel and PCR clean up system” (Promega Co., Madison, WI, USA).
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4.4.7. Preparacao de células competentes

A partir de um preé-cultivo de 20 mL de Escherichia coli incubada a 150rpm,
37°C, por 12 horas, em meio Luria-Bertani, foram inoculados 10 mL em um
erlenmeyer com 50 mL de meio Luria-Bertani, e incubados nas mesmas condi¢des
até chegar a uma densidade optica de 0,4 a 600nm (fase exponencial). O cultivo foi
mantido a 0°C durante 10 minutos, e logo em seguida centrifugado durante 15
minutos, a 4°C, a 2.700g. O sobrenadante foi descartado e as células suspendidas
em 30 mL de CaCl2 50 mM. A suspensao celular foi incubada a 0°C durante 20
minutos, e tornou-se a centrifugar a 4°C, 2.700g, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células foram suspendidas em 3,5 mL de CaCl2 a
50 mM com 15% de glicerol (v/v). As células foram mantidas em gelo por 1 hora,

aliqguotadas em microtubos e armazenadas a -80°C para posterior utilizacao.

4.4.8. Clonagem em vetor pGem-Teasy

Os genes SWPrecLOX e SWAracLOX foram inicialmente clonados no
plasmideo pGEM-Teasy (Promega Co., Madison, WI, USA). O pGEM-T Easy Vector
€ um vetor de clonagem que é adquirido linearizado e suas extremidades 5
possuem timidinas, as quais viabilizam a ligacdo de produtos de PCR diretamente,
pois a enzima Taq polimerase acrescenta uma adenina na extremidade 3" dos
produtos de PCR, que pareiam com as timidinas do vetor, possibilitando a ligac&o.
Além disso, este vetor, como visto na Figura 12, traz o gene lacZ da -galactosidase,
possibilitando a identificacdo das colonias que apresentam o plasmideo
recombinante de interesse, pois, quando o produto da PCR ¢ ligado ao vetor, o gene
da B-galactosidase fica interrompido e a enzima, por isso, fica inativa, gerando
colonias brancas. Do contrario, o gene fica continuo e a enzima funcional, de forma
que, quando expressa, catalisa a reagdo de hidrélise do X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indoil-B-D-galactosideo), um analogo cromogénico da lactose, formando colénias

azuis.
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A ligagéo dos produtos de PCR ao pGEM-Teasy foi feita incubando-se 30ng
do vetor, 70ng de cada produto de PCR, 3U de T4 DNA ligase mais Rapid Ligation
Buffer 1X (30 mM de Tris- Cl pH 7,9, 10 mM de MgCl2, 10 mM de DTT, 0,5 mM de
ATP e 5% PEG) em um volume total de 10 pyL em cada reagcdo, a 24°C, por
aproximadamente 24 h.

Apoés a ligacdo, 2uL deste meio reacional foi utilizado para transformar por
choque térmico células competentes de E. coli DH5a. Estas foram plaqueadas em
meio Luria Bertani - LB (1% (p/v) triptona, 0,5% (p/v) extrato de levedura e 0,5% (p/v)
NaCl) com ampicilina (100 ug/mL), 20 pL de X-Gal (50mg/mL) e 100 pyL de IPTG
(100 mM) espalhados sobre o meio. Algumas coldnias brancas, escolhidas ao
acaso, foram submetidas a confirmacdo da clonagem de sequenciamento e
confirmagéo da presencga do inserto. Apés a confirmagdo dos clones, escolheu-se

um de cada gene para ser submetido a clonagem no vetor pET28a(+).

4.4.9. Digestao dos clones positivos

Foram feitas mini-preparacdes dos clones em investigacdo, seguindo o
protocolo do Kit Wizard Miniprep System (Promega Co., Madison, WI, USA). As
digestbes dos plasmideos foram conduzidas por 16h a 37°C utilizando-se a enzima
Notl (Hoffmann-La Roche Ltd.). Os produtos das digestdes foram analisados atraves

de eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) em TAE.

4.4.10. Clonagem em vetor pET 28a (+)

O produto da digestdo do clone em pGEM-Teasy com a enzima Notl,
purificados conforme o item 4.6, foram ligados ao vetor pET-28a(+) digerido com a

mesma enzima. Para esta ligagdo foram incubados por 24 h a 16°C,
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aproximadamente 30 ng de pET-28a(+) digerido com Notl, 20 ng de inserto e 3U de
T4 DNA Ligase.

Células de E. coli BL21pLys, E.coli BLR e E.coli BL21 foram submetidas a
tratamento com Ca* para tornarem-se competentes, ou seja, transitoriamente
permeaveis a moléculas de DNA, assim como a E.coli DH5q, descrito no item 4.7.

Apés a ligacdo, 2 pL deste meio reacional foram utilizados para transformar
por choque térmico as células competentes. Algumas coldnias, escolhidas ao acaso,
foram submetidas a confirmacao da clonagem através de PCR de amplificacdo com

oligonucleotideos especificos, e posterior sequenciamento.

45. EXPRESSAO DE LIPOXIGENASES RECOMBINANTES E
PREPARACAO DOS EXTRATOS PROTEICOS

4.5.1. Sistemade inducéo e expressao

Uma colbnia isolada da bactéria contendo os plasmideos de interesse,
cultivada em placas com meio LB com o antibiético especifico, foi inoculada em
50mL do respectivo meio liquido também contendo o antibiético adequado. Este
in6culo foi incubado a 37°C, sob agitacdo (150 rpm) por aproximadamente 24h. Apoés
este tempo, esta cultura foi inoculada em uma concentracdo de 5% em um novo
cultivo, o qual foi também conduzido com o meio LB contendo o antibiético
adequado, a 37°C sob agitacdo (150 rpm) até atingir uma Abs600nm de
aproximadamente 0,4. Ao atingir a absorbancia desejada, adicionou-se o indutor
IPTG a concentracgdes finais entre 0,015mM e 1mM. As amostras foram incubadas
entre as temperaturas de 16°C a 37°C, sob agitacdo (150rpm) por 18 h. As amostras
foram centrifugadas por 20 min a 8000.g a 4°C, o sobrenadante foi descartado e as
células foram suspendidas em tampdo adequado e armazenadas a -20°C. As
células estocadas foram descongeladas e submetidas a ultrassom a 60 W de
poténcia em 3 ciclos de 60 s em sonicador Branson/250, para serem lisadas. Apos
lise, foram centrifugadas por 40 min a 8000.g a 4°C, o sobrenadante coletado

(chamado SN1) e o precipitado suspendidos em 60mL de tampéo fosfato de sédio
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0,5 M pH 7,5, no caso da enzima recombinante SWAracLOX, e tampao borato 0,2M
pH 8,0, no caso de SWPrecLOX, com N-lauril sarcosina na propor¢cao de 0,2% do
detergente. A amostra foi incubada a 23°C, 150rpm, por 16 horas, e centrifugada a
8,000g por 40min, gerando as fracbes SN2 (segundo sobrenadante) e P2 (segundo
precipitado).

Para todas as condi¢cdes testadas, paralelamente foram incubadas duas
amostras controle distintas, que consistiam em uma cepa de E. coli sem a presenca
do plasmideo recombinante, a qual foi submetida as mesmas condi¢cbes de
temperatura e concentracdo de indutor que o material de trabalho e o clone
recombinante (contendo o plasmideo com o gene de lipoxigenase), porém sem a

inducao por IPTG.

4.5.2. Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada através da mediacdo por

nanodrop (Thermo Scientific — Nanodrop 1000 Spectrophotometer).

4.5.3. Purificacdo parcial das enzimas recombinantes

Para a purificacdo das enzimas recombinantes foram utilizados as técnicas de
cromatografia de troca ionica e, subsequentemente, cromatografia de afinidade.
Para a cromatografia de troca idnica utilizou-se uma coluna HiTrap Q-Sepharose
(Amershan Biosciences/GE Helthcare), equilibrada com 5 volumes de tampéao
fosfato 50mM a pH 7,5, os extratos proteicos aplicados a um fluxo de 1mL/min, a
coluna lavada com mais 5 volumes de tampéo fosfato 50mM a pH 7,5, e a enzima
eluida com um gradiente salino de NaCl na concentracdo de 300mM a 800mM. As
fracbes foram recuperadas em tubos de 1mL. As fragbes que apresentaram
atividade foram centrifugadas em filtros de membranas 30,000 NMWL (Millipore —
Billerica, MA, USA) para a retirada do sal e eram submetidas a purificacdo por

cromatografia de afinidade. Nesta etapa utilizou-se coluna Histrap Chelating — 5 mL
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(Amershan Biosciences/GE Helthcare), previamente lavada com 3 volumes de 4gua
padrao ultra puro, para a retirada do etanol (utiliza-se etanol 20% (v/v) durante o
armazenamento da coluna). Ja carregada com sulfato de niquel 200mM, a coluna foi
equilibrada com 5 volumes de tampéo fosfato de sédio 50mM a pH 7,0, e as fracbes
ativas obtidas da purificacdo anterior foram aplicadas na coluna, esta foi lavada com
5 volumes de tampéo fosfato de s6dio 50mM a pH 7,0, e as amostras eluidas com
solucéo de fosfato de sodio 50mM a pH 7,0 com imidazol a concentracdes entre
250mM e 400mM. Foram recuperadas aliquotas de 1mL, e as fracbes que
apresentavam atividade enzimatica armazenadas a 4°C para futuros ensaios de

caracteriza¢do bioquimica e SDS-PAGE.

4.5.4. Eletroforese (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida € a técnica aplicada para
deteccdo e analise de proteinas expressas em genes clonados. A eletroforese de
proteinas em gel de acrilamida se baseia na separacdo de proteinas presentes em
uma amostra. Tem-se utilizado o sistema MINIPROTEAN-II (BioRad SA) acoplado a

uma fonte de energia Power Pac 300 (BioRad SA).

A proporcdo dos tipos de géis pode ser visualizada na Tabela 4
(SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 2001).

Tabela 4: Elementos para gel desnaturante.

Gel Stacking 5% (5mL de gel) Gel resolving 12% (10mL de gel)
Acrilamida 30% 0,83mL Acrilamida 30% 4,0mL
Tampao stacking 0,63mL Tampao resolving 2,5mL
SDS 50puL SDS 100uL
Persulfato de amoénio 50pL Persulfato de amoénio 100puL
TEMED SuL TEMED 4uL
Agua destilada 3,4mL Agua destilada 3,3mL
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Os extratos proteicos foram submetidos a eletroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida a 30 mA, a 24°C, tendo como tampéo de corrida 50 mM Tris-HCI;
150 mM Gilicina e 0,1% (p/v) SDS (LAEMMLI, 1970). Ap6s o término da corrida, 0s
géis foram corados com solucdo de Coomassie (metanol 40% (v/v); acido acético
glacial 10% (v/v) e Coomassie R-250 a 0,1% (p/v)) por aproximadamente 15 h e

descorados em solugéo de &cido acético 10% (v/v) por aproximadamente 2 h.

45.5. Determinagdo da  atividade enzimética -  Método

espectrofotométrico

O método espectrofotométrico se baseia na medicdo do incremento de
absorbancia a 234nm provocada pelo grupo dieno conjugado com hidroperéxido, no
momento em que a enzima é colocada em contato com o substrato (BEM-AZIZ et al,
1970). A velocidade da reacdo é medida através do aumento da absorbancia
conforme a formacao do produto da reacdo. Define-se uma unidade de lipoxigenase
com o aumento de 0,001 unidade de absorbéncia por minuto ao utilizar acido
linoleico ou acido araquiddnico dissolvido em tamp&o borato 20 mM a pH 8,5 ou
tampdo fosfato 50 mM a pH 7,5, respectivamente.

O substrato foi preparado utilizando-se 10 ul de acido linoleico ou &cido
araquidénico e 10 pl de etanol 95% em 10 mL de agua bidestilada estéril. Uma
aliqguota de 2 mL dessa solugéo foi adicionada a 10 mL do tampé&o especifico ao
acido utilizado. Esta solucéo final foi preparada no momento da determinacdo da
atividade, e armazenada em recipiente protegido da luz.

Para a deteccdo da presenca de enzima na amostra, foi utilizado como
condi¢cbes padrédo a concentracdo de 350uM de substrato e 0,1mg/mL de enzima,
segundo metodologia de Vidal-Mas (2005). Como branco utilizou-se solucdo de
substrato a concentracdo final de 350 uM, volume de extrato de proteina a uma
concentracdo de 0,1mg/mL desnaturada a 80°C, Tween a uma concentragao final de
0,5% e quantidade de tampé&o até volume final de 1,0mL, em cubeta de quartzo. Na

cubeta onde se aplicou a amostra para observar a atividade enzimatica, além de
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solugcéo de substrato a concentracdo final de 350 yM, adicionou-se quantidade de
extrato de proteina purificada que variaram entre 50 yl e 200 ul (concentragdo final
de 0,1mg/mL), Tween a uma concentracao final de 0,5% e quantidade de tampéao
até atingir volume final total de 1 mL. A medicdo da absorbancia ocorre a uma
longitude de 234nm durante de 3 minutos. Ao longo da zona linear, a partir da
pendente se calculou as unidades de lipoxigenase presente na amostra. A

determinacao da atividade enzimatica foi realizada em espectrofotdmetro.

4.5.6. Deteccao dos produtos gerados pela biotransformacéao

enzimatica por cromatografia de camada delgada

Para detectar as reagbes de biotransformacdo realizadas pelas enzimas,
utilizou-se a técnica de cromatografia de camada delgada (TLC) onde se podem
separar os diferentes acidos graxos depois da transformacao pelas enzimas e, desta
maneira, detectar a propor¢éo de substratos transformados.

O ensaio de atividade foi realizado em microtubos de 1,5 mL de volume. As
solucdes proteicas suspendidas em tampao fosfato de sédio 50 mM a pH 7,50 ou
tampao borato 20 mM a pH 8,5 adicionou-se 1 ul do substrato acido araquidénico,
no caso da enzima SWAracLOX e 1 pl de &cido linoleico com a enzima SWPrecLOX,
e incubou-se 16 horas a temperatura de 24°C. Realizou-se entdo uma extracao
organica com acetato de etila. A amostra foi depositada em camada delgada de
silica gel 60 ALUGRAM® SIL G/UV254 (Panreac, Barcelona, Espanha), esta
depositada em uma fase movel composta por hexano : éter etilico : 4cido acético
glacial na proporcéo 75:15:10. Apds secagem da silica, pulverizou-se uma solucéo

10% de acido fosfomolibdico em metanol para visualizacdo dos produtos da reacao.
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4.6. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DAS ENZIMAS

Para realizar a caracterizacdo enzimatica utilizou-se o método
espectrofotométrico de deteccdo de atividade de incremento de absorbéancia a
234nm, descrito no item 5.6. Os parametros analisados foram temperatura e pH
otimos, estabilidade térmica, atividade sobre diferentes substratos, parametros
cinéticos da enzima e substrato preferivel. Os tampdes utilizados foram tampéao
borato 20mM a pH 8,5 para medi¢cdes com acido linoleico e tampéo fosfato 50 mM a
pH 7,5 para medi¢Bes com &cido araquiddnico. Todas as medi¢des foram realizadas
em 5 repeticdes.

4.6.1. Atividade sobre diferentes substratos

Com o objetivo de determinar em que substrato as enzimas recombinantes
demonstram maior atividade, foram realizados ensaios de atividade enzimética com
acido araquidonico, acido linoleico, acido a-linolénico e acido y-linolénico. Os
substratos foram utilizados com uma concentragao final de 0,3 mM e as enzimas a
0,1mg/mL. Para a caracterizacdo da enzima recombinante SWPrecLOX foi utilizado
o tampdao borato 20mM a pH 8,5, e para a enzima SWAracLOX o tampao fosfato 50
mM a pH 7,5.

4.6.2. Determinagado da concentracdo O0tima de enzima

Para se determinar a concentracdo em que as enzimas recombinantes
apresentam atividade 6tima, foram realizados ensaios com o substrato preferivel a
uma concentragédo de 0,3 mM. As concentragdes de enzima analisadas variaram de
0,02 mg/mL a 0,12 mg/mL.
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4.6.3. Determinacgdo da concentracdo 6tima de substrato

Depois de fixar um valor de concentracdo de enzima 6tima, foram realizados
ensaios para verificar a concentragdo de substrato 6tima para deteccdo de atividade
enzimatica. As concentracdes de substrato variaram de 0,01mM a 1,0 mM.

4.6.4. Determinacdo do pH 6timo de reagao

Para determinar a influéncia do pH na atividade das enzimas recombinantes,
mediu-se a atividade enzimatica por espectrofotbmetro com tampdes em diferentes
pHs. Os valores de pH analisados variaram de 4,0 a 7,0 em tampé&o citrato-fosfato
20 mM e de 6,0 a 8,0 em tampao fosfato 50 mM. Todas as medi¢bes foram
realizadas a uma concentracdo constante de substrato de 0,4 mM, concentracao

final constante de enzima de 0,1mg/mL.

4.6.5. Determinacdo datemperatura 6tima de reacéo

Para determinar a influéncia da temperatura na atividade enzimatica, foram
realizadas a diferentes temperaturas, que variaram de 21°C a 39°C. Todas as
medicdes foram realizadas a uma concentragdo constante de substrato de 0,4 mM,

concentragéo final constante de enzima de 0,1mg/mL.

4.6.6. Determinacao da estabilidade térmicas da enzimas

Para verificar a estabilidade térmica das enzimas recombinantes, estas foram
incubadas durante 5 minutos a diferentes temperaturas que variaram de 22°C a
70°C. Todas as medicdes foram realizadas a uma concentracdo constante de
substrato de 0,4 mM, concentracéo final constante de enzima de 0,1mg/mL.
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4.6.7. Influéncia de diferentes ions bivalentes na atividade enzimética

Para determinar a influéncia de determinados metais na atividade das
enzimas recombinantes, foi medida a atividade por espectrofotometro com a adicao
dos metais, separadamente, a uma concentracéo final de 1 mM. Todos o0s sais se
encontravam na forma de cloreto e foram dissolvidos em agua, exceto o sal de
estroncio e de ferro, que foram dissolvidos em etanol 96%.

Os metais utilizados foram: CoCl, 6H,0, HgCl,, SnCl, 2H,0, ZnCl,, CdCl,, MnCl,
2H,0, FeCl,, CuCl, 2H,0, NiCl, 6H,0, CaCl, 2H,0, MgCl, 6H,0.

4.6.8. Determinacdo das constantes cinéticas

Determinaram-se as constantes cinéticas de velocidade maxima (Vmax) e
constante de Michaelis-Menten (Km) medindo a atividade a diferentes
concentracbes de substrato a pH 6timo de reacdo, a 24°C e a uma concentracao
constante de enzima de 0,1mg/mL. Para a medi¢cdo da enzima recombinante
SWPrecLOX foi utilizado o tampao borato 20mM a pH 8,5, e para a enzima
SWAracLOX o tampéao fosfato 50 mM a pH 7,5. Todas as medicBes foram realizadas
em 5 repeticBes. Calcularam-se estas constantes cinéticas a partir da representacao
de dobros-reciprocos (Linewaver-Burk) da equacdo de Michaelis-Menten. Utilizou-se
o programa Lucenz Ill v. 1.02 (Alan Clark, 2002).

4.7. DETERMINACAO DO METAL PRESENTE NO CENTRO
CATALITICO

A determinagcdo do metal presente no centro catalitico das enzimas
SWPrecLOX e SWAracLOX foi realizada através de ICP-MS (Espectrometria de
massa com fonte de plasma de acoplamento indutivo), com um modelo AGILENT

7500ce. Este tipo de espectrometria de massa é capaz de detectar metais em
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concentracfes muito baixas como uma parte em 1012 (partes por trilhdo). A técnica
consiste na ionizagdo da amostra com plasma indutivamente acoplado e em
seguida, usando um espectrémetro de massa, a separacao e quantificacdo desses
ions. Para o ensaio, 1 mL de amostra (SWPrecLOX a 4 mg/mL e SWAracLOX a 3
mg/mL) foi colocada num reactor Teflon com 1 mL de HNO3 (altamente concentrado)
e 1 mL de H,O; durante 48 horas a 90° C. Em seguida, foram adicionados 22 mL de

agua Milli-Q e posterior analise quantitativa dos metais Ferro e Manganés.

4.8. CARACTERIZACAO QUIMICA DOS PRODUTOS GERADOS PELA
REACAO ENZIMATICA

4.8.1. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS)

A separacdo cromatografia foi realizada em um cromatografo liquido
PerkinElmer (USA) Series 200 acoplado a um espectrdbmetro de massas quatruplo-
unico PE SCIEX API 150 EX (Applied Biosystems, USA). A couluna utilizada foi
Tracer Kromasil 100 C8 column (250 mm x 46 mm, 5 Om) (Teknokroma, Spain). A
separacao ocorreu com um gradiente de eluicdo contendo A: acetonitrilo (0,1% v/v
de acido acético), B: Acetona (0,1% de &cido acético, v/v) a um fluxo de 0,5 mL min-
1 e gradiente (tempo,% B): (0,35), (25,100), (30,100), (35,35), (40,35). Todos os
dados apresentados foram obtidos com uma fonte de ionizacdo APCI em modo
negativo com 0s seguintes parametros: temperatura do vaporizador de 400 ° C,
nebulizador atual 3 mA, poténcia de 25 V, com foco potencial -110 V, a entrada
potencial -10 V e nitrogénio como nebulizador e cortina de gas com 10 e 12, as
unidades arbitrarias. Os dados de varredura foram obtidas por digitalizacdo a partir
de m / z 100-2000 amu. Na analise dos produtos oxidados, os ions selecionados

foram aqueles que correspondem a diferentes oligdmeros sintetizados. Todos 0s
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dados foram registrados usando Analista de Software v 1.4.2 (Applied Biosystems,
EUA).
4.8.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS)

Os ésteres metilicos dos &cidos graxos sdo btidos usando-se diazometano.
Uma solucédo de éter diazometano foi adicionado gota a gota até que a coloracéo
amarela persistisse. O excesso de diazometano e solventes foram removidos com
nitrogénio liquido. Os ésteres trimetil sil metil (TMS) correspondentes derivados
foram formados através da reacdo de 5 mg de amostra com 1mL de piridina, 0,2mL
de hexametildisilizano e 0,1mL de trimetilclorosilano. A reacdo ocorreu a 24°C
durante 2 horas, sob agitacéo, e logo em seguida foram adicionados 5mL de hexano
e 5 mL de 4gua. A fase aquosa foi extraida com varios volumes de hexano, e a fase
organica foi seca com sulfato de sédio anidro.

Os TMSs derivados de B-hidroximetilesteres obtidos foram dissolvidos em
350uL de cloroférmio para analise em cromatografia de gases — espectrometria de
massa (GC-MS). A andlise foi realizada comTrace DSQ euipado com uma coluna
HP5 (cross-linked 5% Phe silicone, Hewlett-Packard) (25m x 0.20mm id x 0.50 um) e
um detector de espectrometria de massa modelo TRACE DSQ (Thermo Finnigan ,
Waltham, MA, EUA) proprio para digitalizar a partir de m/z 60-700 a.m.u. A
temperatura foi programada de 35°C (2 min) a 310°C (10 min) a 8°C/min. A
temperatura do injetor foi de 250°C em modo de injec¢éo de divisdo (1:30) e a linha
de transferéncia do detector a 280°C. Um pL de solugdo de derivados TMS foi
injetado. A massa molecular dos monémeros foi determinada por ionizacao quimica,

utilizando metano como gas ionizante.
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4.9. SEQUENCIAS DE LIPOXIGENASES UTILIZADAS NA ANALISE
FILOGENETICA

Para o estudo filogenético das lipoxigenases utilizaram-se sequéncias de
proteinas de origem procariética depositadas na base de dados GenBank.

4.9.1. Programas de bioinformatica

Utilizaram-se diversos programas de bioinformatica para realizar os
alinhamentos, as arvores filogenéticas e os estudos evolutivos das sequéncias

estudadas.

4.9.2. Alinhamentos de sequéncias

Para fazer os alinhamentos das diversas sequéncias utilizadas neste trabalho
se utilizou o} programa bioinfomatico Clustal w2
(http://'www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/),  programa de alinhamento de
sequéncias nucleotidicas ou aminoacidicas que produz alinhamentos mdultiplos de
sequéncias divergentes biologicamente significativas. Este programa calcula o
melhor alinhamento para as sequéncias selecionadas, e mostra as identidades,
similaridades e diferencas obtidas em funcéo disso.

Os alinhamentos aplicados ao conjunto de programas PALM 4.3 foram
modificados eliminando-se de todas as sequéncias, aqueles codéns que ndo mais
codifiquem para duas ou menos sequéncias (ou seja, nas demais sequéncias o

programa de alinhamento introduziu gaps).
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4.9.3. Programas e métodos utilizados nas arvores filogenéticas

A partir das sequéncias alinhadas, pelo programa MEGA 5.1 (TAMURAKA e
DUDLEY et al. 2007) integrado ao CLUSTAL W, séo geradas as arvores
filogenéticas pelas sequéncias analisadas. Obtém-se estas arvores utilizando a
matriz de distancia de Jukes-Cantor e o0 método de agrupamento Neigbour-Joining,
de maneira que as arvores nao apresentem raiz e ndo mostrem as relacdes
genéticas entre as diferentes sequéncias. O nivel de confianca da arvore é
determinado por uma analise de “bootstrapping” de 1000 réplicas (o programa

mostra os valores obtidos nos nos da figura).

4.9.4. Anadlise estrutural da sequéncia de aminoé&cidos

Para analise estrutural foi utilizado o programa Phyre2 (Protein
Homology/AnalogY Recognition Engine) disponibilizado em internet
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/htmL/page.cgi?id=index). Este programa permite
a predicdo de estruturas proteicas com base em um modelo estrutural eleito ou
dentre os modelos presentes no banco de dados o que mais se assemelha a

sequéncia de interesse.

Foram usados como modelo estrutural uma lipoxigenase procaridtica, de
Pseudomonas aeruginosa 42A2 (codigo de acesso PDB: 4G32) e uma lipoxigenase

eucaridtica de Plexaura homomalla (cédigo de acesso PDB: 2FNQ).


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AMPLIFICACAO, CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DOS GENES
CODIFICANTES DE LIPOXIGENASE

5.1.1. Genoma completo de Shewanella woodyi ATCC 51908 e
localizagdo dos genes ACA87683.1 e ACA87192.1

O genoma completo de Shewanella woodyi ATCC 51908 é formado de
5.935.403 pb, dando origem a 5.042 genes (Figura 14). O gene ACA87683.1 — 15-
lipoxygenase Precursor se encontra em posicao 4.176.030 a 4.178.300pb e
ACA87192.1 — Arachidonate 15-lipoxygenase em posicao 3.569.308 a 3.571.485pb
(Figuras 15 e 16).
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Shewanella woodyi ATCC 51908, complete genome

ACA87683.1
15-lipoxygenase Precursor

ACA87192.1
Arachidonate 15-lipoxygenase

ACAB6597.1
Hypothetical protein lipoxygenase

Accession: NC_010506 Topology: circular; Length: 5,935,402 bp, Genes: 5,042

Figura 14: Genoma completo de Shewanella woodyi ATCC 51908, com 0s genes
ACA87683.1 e ACA87192.1 situados no mapa gendmico nas posicdes 4.176.030pb
e 3.569.308pb, respectivamente.
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Accession: NC_010506

Shewanella woodyi ATCC 51908, complete genome
SW00_3420—

-

SWoo_ ;419/

Swoo_ 341°// ‘

Swoo_3416— \\

_ 4182 kbp

W

Swoo_3417

ACA87683.1
4178 kbp 15-lipoxygenase Precursor

- i »’/Swoo_3414
- =

Swoo_3413/ .

" 4174 kbp__SW00_3412
/

. /Swoo_3411
‘% _ 4172 kbp

Topology: circular; Length B 935 403 bp; Genes: 5,042

Figura 15: Gene ACA87683.1 - 15-lipoxygenase Precursor

localizado na posicao

4.176.030 a 4.178.300pb do genoma completo de Shewanella woodyi ATCC 51908.
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’
., 3578 kbp
’

, 3576 kbp

Swo00_2920

ACA87192.1
Arachidonate 15-lipoxygenase

* . 3580 kbp Shewanella woodyi ATCC 513908, complete genome

. , 3574 kbp

©, 3s72kbp

©, 3570kbp
/ Swo0_2918

4 3566 kbp
/

° 3566 kbp
/7

/

Accession: NC_010506

/\
trpA / >
SW00_2916 >

Topology: circular; Length: 5,935,403 bp; Genes: 5,042

Figura 16: Gene ACA87192.1 — Arachidonate 15-lipoxygenase localizado na posicao
3.569.308 a 3.571.485pb do genoma completo de Shewanella woodyi ATCC 51908.

O micro-organismo Shewanella woodyi ATCC 51908, segundo a sequéncia

gendmica depositada no banco de dados GenBank — NCBI, possui trés genes

responsaveis pela traducdo de distintas lipoxigenases. Porém estes dados néo

foram comprovados experimentalmente até o presente momento. De acordo com

analise filogenética realizada previamente (ver Resultados e Discusséo, item 5.7.),

foram escolhidos dois desses genes para estudo experimental, um que se encontra

filogeneticamente mais proximo a outras lipoxigenases bacterianas, e outro fora

dessa posicao (Figura 37).
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5.1.2. Extracdo do DNA gendmico de Shewanella woodyi ATCC 51908

ApOs cultivo do micro-organismo em meio marinho, a 25°C, 150 rpm, por 12
horas, se extraiu o DNA gendmico de 10 mL de cultivo com o auxilio do “DNA
Purification Kit Wizard Genomic” (Promega Co., Madison, WI, USA), obtendo-se o
material genético na concentracdo de 235,7 ng/pl de DNA, com um valor de indice
260/280 de 1,92, indicando que havia baixa concentracao de proteina com respeito

a amostra de DNA.

5.1.3. Amplificacdo dos genes ACA87683.1 e ACA87192.1 por PCR

A partir da sequéncia dos genes ACA87683.1 e ACA87192.1 (Arachidonate
15-lipoxygenase precursor e Arachidonate 15-lipoxygenase, respectivamente) da
base de dados GenBank de Shewanella woodyi, se desenhou os oligonucleotideos
correspondentes aos extremos 5’ e 3’ de cada gene e realizou-se a reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) para amplificar in vitro os genes de lipoxigenase,
separadamente, em termociclador. Os produtos da PCR foram eletroforeticamente

separados e analisados em gel de agarose 0,8% (Figura 17a e b).

ACA87192.1
Kb Arac.hfdonate
15-lipoxygenase

Figura 17: a. Amplificacdo do gene ACA87683.1 (15-lipoxygenase precursor) de S.
woodyi a partir de oligonocleotideos especificos. b. Amplificacdo do gene
ACA87192.1 (Arachidonate 15-lipoxygenase) de S. woodyi a partir de
oligonocleotideos especificos.
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Os produtos da PCR foram retirados do gel de agarose com o auxilio de um
bisturi, e purificados utilizando-se o kit comercial “Wizard SV Gel and PCR clean up
system” (Promega Co., Madison, WI, USA). Obtiveram-se os materiais genéticos na
concentragdo de 50,3 ng/ul de DNA para o gene 15-lipoxygenase precursor
(SW_Prec) e 52,5 ng/ul de DNA para o gene Arachidonate 15-lipoxygenase
(SW_Arac).

5.1.4. Digestao dos clones positivos

Os insertos foram eletroforeticamente separados e analisados em gel de
agarose 0,8% (Figura 18a e b), e posteriormente purificados com o kit comercial
“Wizard SV Gel and PCR clean up system” (Promega Co., Madison, WI, USA).
Observou-se uma parcial digestdo pela enzima Notl através dos fragmentos
alcancados. Os fragmentos obtidos possuiam tamanho de aproximadamente 5200pb
(PGEMTeasy/SW_Prec e pGEMTeasy/SW_Arac), 3000pb (vetor pGEMTeasy
linearizado) e 2200pb (insertos SW_Prec e SW_Arac).

b

Kb

10,000

pGEMTeasy/SW_Prec 5,000 euy

pGEMTeasy vector 6,000

P 5000 o SEE—_—G———— pGEMTeasy/SW_Arac
_Prec .

4,000 W

3,000 PR pGEMTeasy
2,500 B

Figura 18: a. Digestao do clone pGEMTeasy/SW_Prec com enzima de restricdo Notl.
b. Digestéo do clone pGEMTeasy/SW_Arac com enzima de restricdo Notl.
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5.1.5. Clonagem dos insertos de interesse em vetor de expresséao
pET28a(+)

Estudos preliminares de expressdo enzimatica realizados com lipoxigenase
de Pseudomonas aeruginosa 42A2 aportaram conhecimento quanto ao vetor de
expressdo mais adequado a se utilizar com esta enzima (VIDAL-MAS et al, 2005).
Por se tratar de genes de tamanho similares, utilizou-se o mesmo vetor de
expressdo para clonagem de lipoxigenase de S. woodyi. Também se encontra na
literatura clonagens realizadas com esse vetor de expressao (XU et al, 2007).

Uma vez isolados e purificados os insertos, estes foram inseridos em vetor de
clonagem pET28a(+), previamente digerido com a mesma enzima de restricao (Notl)
e purificado a partir de um gel de agarose. Como observado na Figura 19, o
fragmento correspondeu ao vetor pET28a(+) linearizado, apresentando tamanho de
aproximadamente 5300pb, enquadrando com a longitude do fragmento esperada. A
construcéo foi transformada em células competentes de E. coli BL21 (DE3), E. coli
BL21pLys e E.coli BLR através do método de choque térmico, plaqueadas em meio
LB — Luria Bertani com kanamicina na concentragéo final de 100ug/mL, e colonias
foram selecionadas ao acaso. Estas foram submetidas a confirmacédo da clonagem
através de PCR de amplificacdo dos genes de interesse com 0S respectivos
oligonucleotideos de amplificacéo e eletroforeticamente separados e analisados em
gel de agarose 0,8% (Figura 20a e b), e posterior sequenciamento (Apéndice A). Na
Figura 20a e b observa-se os fragmentos correspondentes ao genes SW_Prec e
SW_Arac, respectivamente. Ambos apresentaram longitude de aproximadamente
2200pb, correspondentes ao tamanho esperado. Desta maneira, foram obtidas as
construgbes pET28a/SW_Prec e pET28a/SW_Arac. Como nao foi detectada
nenhuma diferenca de expressdo enzimatica posteriormente entre as diferentes
cepas de E. coli utilizadas, o clone eleito para continuagéo do trabalho foi em E. coli
BL21 (DES3), devido a metodologia empregada por Vidal-Mas et al. (2005).
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Figura 20: a. Amplificacdo da constru¢cdo pET28a/SW_Prec. b. Amplificagdo da
construcéo pET28a/SW_Arac.

5.2. EXPRESSAO E PREPARACAO DOS EXTRATOS PROTEICOS

5.2.1. Sistema de inducéo e expressao

Os clones pET28a/SW _Prec e pET28a/SW_Arac foram inoculados,

separadamente, em 50 mL de meio LB contendo kanamicina na concentracéo final
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de 100ug/mL. Estes inéculos foram incubados a 37°C, sob agitacdo (150 rpm) por
aproximadamente 24 h. ApOs este tempo, estas culturas foram inoculadas,
separadamente, em uma concentracdo de 5% em novos cultivos, os quais foram
também conduzidos com o meio LB contendo kanamicina na concentracao final de
100ug/mL, em erlenmeyers de 2000 mL, contendo 350 mL de meio cada, a 37°C
sob agitacdo (150 rpm) até atingir uma Abs600nm de aproximadamente 0,4. Ao
atingir a absorbancia desejada, adicionou-se o indutor IPTG, baixou-se a
temperatura e as células estiveram por determinado tempo expressando as enzimas
de interesse, a agitacdo de 150 rpm. Os parametros concentracdo de IPTG,
temperatura de expresséo e tempo de indugéo foram modificados com a finalidade

de se melhorar a producéo das lipoxigenases.

As Tabelas 6 e 7 mostram os diferentes parametros testados, a quantidade de
proteina total expressada em cada uma das condi¢Bes e a atividade especifica das

lipoxigenases SWPrecLOX SWAracLOX, respectivamente.
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Tabela 6: Concentracdo de proteinas totais e atividade especifica da enzima
SWPrecLOX obtidas em diferentes concentragdes de IPTG e temperatura. Em cinza
0S parametros que apresentaram maior atividade lipoxigenase.

Tempo de indugéo Concentracao de At[\{idade
Temperatura (°C) IPTG (mM) . especifica (U/mg
(horas) proteina (mg/mL) :
enzima)
2 43,9 1677
0,015 4 54,5 3991
18 91,5 4773
2 38,6 2633
16°C 0,1 4 62,1 4650
18 84,1 5636
2 40,2 1344
1 4 57,7 3110
18 76,6 3978
2 35,8 1513
0,015 4 55,1 3617
18 77,0 2228
2 28,0 3890
18°C 0,1 4 67,9 4406
18 96,9 10756
2 32,4 2341
1 4 56,0 5038
18 82,9 8244
2 41,3 -
0,015 4 55,8 4468
18 75,2 7602
2 37,3 2002
20°C 0,1 4 51,0 5674
18 94,0 9962
2 38,9 -
1 4 49,6 7904
18 88,3 8829
2 32,7 2236
0,015 4 46,3 4911
18 76,4 6978
2 28,9 1524
23°C 0,1 4 47,3 5559
18 67,3 8936
2 28,5 2576
1 4 49,0 6467
18 58,7 7567
2 22,9 3098
0,015 4 37,5 3343
18 39,3 4763
2 20,1 3669
37°C 0,1 4 33,6 6122
18 35,0 6767
2 21,2 2746
1 4 26,2 3862
18 30,4 6586
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Tabela 7: Concentracdo de proteinas totais e atividade especifica da enzima
SWAracLOX obtidas em diferentes concentragdes de IPTG e temperatura. Em cinza
0S parametros que apresentaram maior atividade lipoxigenase.

Tempo de indugéo Concentracao de At[\{idade
Temperatura (°C) IPTG (mM) . especifica (U/mg
(horas) proteina (mg/mL) :
enzima)
2 35,2 3779
0,015 4 60,1 4989
18 74,7 5600
2 36,4 2568
16°C 0,1 4 58,9 6668
18 81,2 7234
2 35,1 1669
1 4 62 4477
18 75,5 8292
2 41,7 2981
0,015 4 58,8 4353
18 77,3 6988
2 45,2 3947
18°C 0,1 4 63,6 4180
18 81 9457
2 42,1 2577
1 4 55,7 6011
18 76,4 7350
2 48,3 3341
0,015 4 59,9 4218
18 80,4 6559
2 48,9 3790
20°C 0,1 4 62,6 4559
18 77,5 10269
2 49,2 5467
1 4 58,3 5558
18 72,4 7891
2 47,1 3724
0,015 4 60,2 6142
18 73,9 8793
2 54 4463
23°C 0,1 4 65,4 6700
18 89,7 12457
2 52,1 4571
1 4 70,4 6981
18 80,7 9308
2 59,7 2417
0,015 4 75,3 3679
18 83,4 6444
2 54,1 2782
37°C 0,1 4 67,2 6484
18 80,1 7143
2 58,3 3533
1 4 62 5266
18 84,4 7044
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Como se Vvé nas Tabelas 6 e 7, as condicbes que mais favoreceram a
expressao de proteina foram temperatura de inducdo a 18°C e 0,1mM de IPTG para
SWPrecLOX e 23°C e 0,1mM de IPTG para SWAracLOX. A partir desse estudo,
fixamos esses valores como condi¢cfes Otimas de expressao para cada uma das

enzimas.

Influéncia da concentracdo de indutor

O vetor de expressao pET28a(+) possui condicdes padrdo de expressao, pre-
determinadas pelo fabricante. A concentracdo ideal do indutor provavelmente esta
ligado a capacidade deste de penetrar a célula e a uma possivel toxicidade que
cause nesta, porém isto ndo esta completamente elucidado (MARBACH e
BETTENBROCK, 2012). O intuito do experimento foi buscar condi¢cdes distintas as
pré-determinadas que favorecessem a expressao enzimatica, ao mesmo tempo que
reduzisse a quantidade de indutor, levando & uma economia deste. Estudos
verificaram que a reducdo de IPTG no sistema de expressdo pode aumentar, ou
pelo menos ndo modifica, a quantidade de enzima recombinante produzida. Na
expressao de uma glutamato mutase S, a reducao de IPTG a 0,2mM aumentou em
trés vezes a quantidade de enzima produzida (WENG et al., 2006). Resultados
favoraveis também foram observados na expressdo de uma amidase recombinante,
onde a reducdo do indutor para 0,4mM, adicionado na fase exponecial de
crescimento celular, aumentou a producdo da enzima (OLAOFE et al., 2010).
Aumento na expressdo de enzimas com reducdo de IPTG também foram
observados com protease ClpP (EINSFELDT et al., 2011).

Influéncia da temperatura

Apesar da bacteria E. coli ser um dos principais hospedeiros para a
expressao heterdloga, pode apresentar alguns problemas de expressdo, como
diferencas entre codons do organismo hospedeiro e do original, problemas de

transcricdo e traducdo, auséncia de modificacbes pos-traducionais, toxicidade da
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proteina e formacgéo de corpos de inclusdo (HANNING et al, 1998). Alguns desses
problemas estédo diretamente relacionados com a temperatura na qual as células se
encontram no momento da inducdo. Moura et al. (2013) ao testarem diferentes
condi¢cbes de expressao de uma lipase recombinante de Pyrococcus furiosus em E.
coli, verificaram que a melhor temperatura de inducdo foi de 30°C. Chen e
Reddanna (1998), ao expressarem uma lipoxigenase de batata a 37°C, a obtinham
em corpos de inclusdo, ou seja, com sua estrutura quaternaria prejudicada, e
biologicamente inativa. Abaixando a temperatura entre 15 e 20°C, a quantidade de
enzima ativa era aumentada. Foi descrita experiéncia similar com a expressao
heter6loga de RTA (RNA N-glicosidade) (ZHAN e CHEN, 2004). No caso de
lipoxigenase de Pseudomonas aeruginosa, a indugéo realizada a altas temperaturas
favorecia a formacédo de agregados proteicos, e a enzima se apresentava inativa.
Assim, a expressdo se deu a 18°C, condicdo esta que a enzima lipoxigenase era
expressa em grande quantidade e biologicamente ativa (VIDAL-MAS et al., 2005).
Com as lipoxigenases SWPrecLOX e SWAracLOX, a expressdao a altas
temperaturas ndo favorecia a producdo de enzima, uma vez que ndo se notava
atividade catalitica nas amostras recuperadas. J4 a baixas temperaturas observou-
se atividade quando em contato com seus respectivos substratos (Tabelas 6 e 7).

A expressdo de proteinas em E. coli na forma de corpos de inclusdo é um
limitante na producdo de proteinas heterdlogas, pois usualmente a molécula se
encontra biologicamente inativa, tendo que passar por um processo custoso e
demorado de refolding, onde seu desdobramento inicial € recuperado. Porém alguns
autores verificaram que os corpos de inclusdo podem conter uma grande
porcentagem de proteina que mantinham seu desdobramento, ou seja, mesmo em
corpos de inclusdo apresentavam atividade catalitica (PETERNEL et al.,, 2008).
Jevsevar et al. (2005) verificaram que mais de 40% de G-CSF (granuldcito fator de
estimulacdo de coldnia) obtidos através de fermentacédo e extraidos de corpos de
inclusdo ndo estavam desnaturadas e apresentavam atividade, enquanto que por
cultura em baldo de agitacdo a porcentagem de proteina ativa foi menor. Com
procedimentos de espectroscopia por infravermelho foi possivel reconhecer que 0s
corpos de inclusdo podem apresentam proteinas com dedobramentos corretos,
biologicamente funcionais (VENTURA e VILLAVERDE, 2006) e que os polipeptideos



71

expressos em E. coli recombinante na forma de agregados ndo necessariamente
perdem a atividade biolégica, seja em citoplasma (GARCIA-FRUITOS et al., 2005)
ou periplasma (ARIE et al., 2006).

5.2.2. Purificagdo do extrato bruto proteico

Apés determinacdo das condi¢cbes Otimas de temperatura, concentracdo de
IPTG e tempo de inducdo para a expresséo das proteinas, deu-se inicio a produgéo
intensa de extrato proteico, em erlenmeyers de 2000 mL, com 350 mL de cultivo
cada. A cada expressao enzimatica, eram produzidos no total 2,5L de cultivo, que
apos centrifugados e as células suspendidas no tampdo adequado a enzima
trabalhada, geravam 60mL de células. Estas eram rompidas por sonicacgdo,
centrifugadas e novamente suspendidas em 60mL de tampdo com a adicdo de N-
laurilsarcosina, para separar as proteinas possivelmente agregadas as membranas
celulares. Esse meio era mantido em agitacdo (150 rpm) a 23°C, por 12 horas, e
logo em seguida centrifugado, e o sobrenadante recuperado (PETERNEL et al, 2008
adaptado) . Assim, a cada 2,5L de meio de cultivo, obtinha-se 60 mL de extrato bruto
proteico. Este passava por duas etapas de purificacdo: cromatografia de troca
ibnica, em uma coluna aniénica Q-Sepharose High Performance, e em seguida as
fragOes que apresentavam atividade eram passadas por cromatografia de afinidade,
em uma coluna HisTrap FF crude.

Como descrito no item 4.5.3 de Material e Métodos, a amostra de extrato
bruto proteico foi parcialmente purificada em coluna de cromatografia de troca
ibnica. As amostras que inicialmente apresentavam uma concentracdo de 96,9
mg/mL e 117,2 mg/mL para SWPrecLOX e SWAracLOX, respectivamente, apds a
purificacdo estavam a uma concentracdo de 3,84 mg/mL e 4,37mg/mL para as
respectivas enzimas, a um volume de 10 mL (Tabelas 8 e 9). Esta amostra foi

utilizada no segundo passo de purificacao.
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Como descrito no item 4.5.3. de Material e Métodos, a amostra obtida da
purificagéo do extrato bruto proteico em cromatografia de troca ionica, foi carregada
em coluna de cromatografia de afinidade HisTrap FF crude. Apos a purificacao,
obteve-se uma amostra parcialmente purificada a uma concentracédo de 1,23mg/mL
e 0,82mg/mL para SWPrecLOX e SWAracLOX, respectivamente, a um volume de 6
mL (Tabelas 8 e 9). Ambas as técnicas de purificacdo apresentaram um rendimento
total de 69,14% e um grau de purificacdo de 506,5 para a enzima SWPrecLOX
(Tabela 8). Ja a purificacdo da enzima SWAracLOX apresentou um rendimento de
75% e u grau de purificacdo de 1076 (Tabela 9). Esta fragdo enzimatica foi analisada
por SDS-page (Figura 21) e utilizada na caracterizacdo bioquimica e

biotransformacdes realizadas posteriormente.

Tabela 8: Purificacdo da enzima SWPrecLOX em cromatografia de troca idnica e
cromatografia de afinidade e seu rendimento.

Extrato Cromatografia Cromatografia
de troca - Total
celular o de afinidade
ibnica
Proteinas totais 96.9 384 123 i
(mg/mL) ' ' '
Atividade (U/mL) 3581 15175 24758 -
Atividade
especifica (U/mg 39,74 3951,82 20128,50 -
de enzima)
Rendimento etapa 100 70,62 97,9 69,14
(%) ) ) )
Grau de 1,0 99,44 5,09 506,5
purificacao
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Tabela 9: Purificacdo das enzimas SWPrecLOX e SWAracLOX em cromatografia de
afinidade e seu rendimento.

Extrato

Cromatografia

Cromatografia

celular d_gtr_oca de afinidade Total
ibnica
Proteinas totais 117,2
(mg/mL) 4,37 0,82 -
Atividade (U/mL) 2973 11888 22390 -
Atividade
especifica (U/mg 25,36 2720,3 27304,8 -
de enzima)
Rendimento etapa 100 66.5 113 75
(%)
Grau de 1,0 107 10 1076
purificacdo

Figura 21: SDS-PAGE onde (Mk) Marcador Prestained Protein MW Marker
(Fermentas —Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), (1) Controle positivo
— LOX de Pseudomonas aeruginosa 42A2 , (2) LOX parcialmente purificada
SWPrecLOX, (3) LOX parcialmente purificada SWAracLOX, (3) Controle negativo
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Duas metodologias distintas foram necesséarias para obter uma fracao
parcialmente purificada das enzimas recombinantes SWPrecLOX e SWAracLOX. A
principio utilizou-se somente a purificacdo por cromatografia de afinidade, pois com
a presenca da sequéncia de histidinas nas enzimas acreditava-se que seria possivel
obté-las purificadas. Porém somente esta técnica nao foi suficiente, e ndo foi
possivel detectar exatamente o problema da purificacdo. Infere-se que pelo fato do
extrato bruto proteico conter muitas proteinas inespecificas, estas ndao permitiam
uma boa aderéncia da proteina recombinante ao niquel presente na coluna. Desta
maneira utilizou-se primeiro a cromatografia de troca ionica, com a finalidade de
obter uma amostra mais limpa, e logo em seguida foi submetida a cromatografia de
afinidade. E usual empregar-se mais de uma técnica para a purificacdo de enzimas.
Gilbert et al. (2011) para purificar uma lipoxigenase recombinante humana utilizaram
uma coluna de afinidade contendo Ni2* e em seguida uma Superdex 200pg. A
lipoxigenase de Pleurotus ostreatus foi submetida & uma coluna de gel filtracéo, a
cromatografia de afinidade e finalizada sua purificagcdo em cromatografia de troca
ibnica (KURIBAYASHI et al., 2002). Lipoxigenase de Persea americana Mill foi
obtida parcialmente purificada ap0s passar por precipitacdo com sulfato de aménio e
em seguida a cromatografia de troca i6nica (JACOBO_VELAZQUES et al., 2010).

Como se vé na Tabela 9 - e confirma-se pela imagem das proteinas em gel
de poliacrilamida na Figura 21, a eficiéncia de expressdo das enzimas foi baixa, nédo
obtendo-se uma sobreexpressdo enziméatica. Células de E. coli podem passar por
diversos tipos de stress causados pela presenca de plasmideo recombinante, o que
pode levar a uma ineficaz expresséo proteica. Hoffmann e Rinas (2004) discutem os
tipos de estresse causado por expressdo recombinante em E. coli. Um plasmideo de
expressao induz uma alta carga metabdlica sobre a célula, o que pode ser
interpretado como um sinal de estresse. Este sinal ativa 0s mecanismos de resposta
ao stress no hospedeiro, como choque térmico, starvation e respostas SOS,
ativando, entre outras coisas, a producao de protease, numa tentativa de minimizar
a origem do estresse. Outra possivel causa da baixa expressdo das enzimas seria

que, em maior quantidade no periplasma da célula, a lipoxigenase apresentasse
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carater toxico, e assim, sua maquinaria de expressdo teria problemas e seria
cessada (SCHLEGEL et al, 2012).

5.3. DETECCAO DOS PRODUTOS GERADOS PELA CATALISE
ENZIMATICA POR CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

Para detectar as reacdes de biotransformacao realizadas pelas enzimas,
utilizou-se a técnica de cromatografia de camada delgada (TLC) onde se podem
separar os diferentes acidos graxos depois da transformacéo pelas enzimas e, desta
maneira, detectar a propor¢éo de substratos transformados.

O ensaio de atividade foi realizado em microtubos de 1,5 mL de volume,
segundo metodologia descrita em Material e Métodos, item 4.5.6. Como se observa
na Figura 22, sdo identificados como produtos de reacdo enzimatica acidos graxos

oxidados, ao passo que na amostra controle ndo houve reacdo enzimatica.

. . Substrato ndo-
transformado

~ \
Substrato nao- Produtos

transformado ' » e

Produtos

1) 2 @) (4) (5) (6)

Figura 22: Cromatografia de camada delgada para deteccdo dos acidos graxos
oxidados, produtos de reacao das enzimas SWPrecLOX e SWAracLOX, utilizando
fase movel composta de hexano, éter etilico e acido acético na proporc¢ao 75:15:10.
(1) acido araquiddnico sem transformacédo, (2) e (3) produtos obtidos da
transformacdo do acido araquidonico pela enzima SWArac_LOX, (4) acido linoleico
sem transformacéo, (5) e (6) produtos obtidos da transformagédo do &cido linoleico
pela enzima SWPrecLOX.
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5.4. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DAS ENZIMAS

Para realizar a caracterizacdo enzimatica utilizou-se o método
espectrofotométrico de deteccdo de atividade de incremento de absorbéancia a
234nm. Os parametros analisados foram temperatura e pH O6timos, estabilidade
térmica, atividade sobre diferentes substratos, influéncia de ions divalentes e

parametros cinéticos da enzima.

5.4.1. Atividade sobre diferentes substratos

Com o objetivo de determinar com qual substrato as enzimas recombinantes
demonstram maior atividade, foram realizados ensaios de atividade enzimética com
acido araquidonico, acido linoleico, acido a-linolénico e acido y-linolénico. Os
ensaios foram realizados em condi¢cbes padrdo, onde os substratos foram utilizados
a uma concentragao final de 0,3 mM e cada enzima a 0,1 mg/mL (VIDAL-MAS et al.
2005), segundo protocolo descrito em Material e Métodos, item 4.6.1. O substrato
que apresentou a maior atividade enzimatica foi caracterizado como substrato
preferivel, e foi dado o valor de 100% de atividade. Com relacdo a esse valor,
calculou-se a porcentagem de atividade dos demais, apresentadas na Figura 23.
Como observa-se na Figura 23, o substrato preferivel da enzima SWPrecLOX foi o
acido linoleico (100%), seguido dos acidos araquidénico (87%), gama-linolénico
(62%) e linolénico (34%). A enzima SWAracLOX apresentou maior atividade com
acido araquiddénico (100%), sendo este considerado seu substrato preferivel. Em

seguida os acidos gama-linolénico (58%), linoleico (43%) e linolénico (26%).
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Figura 23: Atividade enzimatica das enzimas recombinantes SWPrecLOX e
SWAracLOX de S. woodyi com diferentes substratos.

5.4.2. Determinacado da concentracao 6tima de enzima

Para se determinar a concentragdo em que as enzimas recombinantes
apresentam atividade 6tima, foram realizados ensaios com o substrato preferivel a
uma concentracao de 0,3 mM. As concentracfes de enzima analisadas variaram de
0,015 mg/mL a 0,13 mg/mL, e a que apresentou maior atividade foi a 0,1mg/mL,
tanto com SWPrecLOX como SWAracLOX. As Figuras 24 e 25 mostram os valores
de incremento de absorbéncia obtidos, e a concentragdo de enzima ideal para a

atividade da lipoxigenase SWPrecLOX e SWAracLOX, respectivamente.
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Figura 24: Determinacdo da concentracdo Otima de proteina SWPrecLOX para
reacao enzimatica, tendo como substrato &cido linoleico a uma concentracédo padrao
de 0,3mM.
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Figura 25: Determinacdo da concentracdo Otima de proteina SWAracLOX para
reacdo enziméatica, tendo como substrato acido araquidénico a uma concentracao
padrédo de 0,3mM.

5.4.3. Determinacgéo da concentracdo 6tima de substrato

Depois de fixar o valor de 0,1 mg/mL de enzima como concentragdo 6Otima,
foram realizados ensaios para verificar a concentracdo de substrato ideal para

deteccdo de atividade enzimatica. As concentragcbes de substrato variaram de
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0,01mM a 0,5 mM. O valor que apresentou maior atividade foi 0,4mM de substrato
para acido linoleico com a enzima SWPrecLOX e 0,35mM para &cido araquiddnico
com a enzima SWAracLOX.

As Figuras 26 e 27 mostram todos os valores de velocidade de reacédo
enzimatica obtidos com as diferentes concentracdes de substratos das enzimas
SWPrecLOX e SWAracLOX, respectivamente.
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Figura 26: Determinacdo da concentracdo Otima de substrato para reacdo
enzimatica de SWPrecLOX, a uma concentracdo de 0,1mg/mL, tendo como
substrato acido linoléico.
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Figura 27: Determinacdo da concentracdo Otima de substrato para reacéo
enzimatica de SWAracLOX, a uma concentragdo de 0,1mg/mL, tendo como
substrato acido araquidénico.
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5.4.4. Determinacdo do pH 6timo de reacéo

Para determinar a influéncia do pH na atividade das enzimas recombinantes,
se mediu a atividade enzimatica por espectrofotometro com tampdes em diferentes
pHs. Dependendo do pH desejado, se utilizou diferentes tampdes, com a finalidade
de solubilizar melhor o substrato. Foi utilizado o substrato preferente de cada enzima
recombinante, ou seja, &cido linoleico para SWPrecLOX e &cido araquidbnico para
SWAracLOX. Os valores de pH analisados variaram de 4,0 a 7,0 em tampé&o citrato-
fosfato 20 mM e de 6,0 a 8,0 em tampéo fosfato 50 mM. Todas as medi¢cdes foram
realizadas a uma concentracao constante de substrato de 0,4 mM para SWPrecLOX
e 0,35mM para SWAracLOX, concentragéo final constante de enzima de 0,1 mg/mL,
a 24°C.

A Figura 28 mostra todos os valores obtidos com os diferentes pHs provados.
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Figura 28: Valores de pH ideais para atividade das enzimas recombinantes
SWPrecLOX e SWAracLOX de S. woodyi.
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SwPrecLOX demonstrou atividade enzimatica entre pH 7,0 e 9,0,
apresentando atividade maxima a pH 8,0. A lipoxigenase de Pleurotus ostreatus
(KURIBAIASHI et al., 2002) e a lipoxigenase recombinante de milho ZmLOX5 (PARK
et al.,, 2010) apresentaram o mesmo valor de pH 6timo. J4 a lipoxigenase
SWAracLOX demonstrou étima atividade entre pH 6,0 e 8,0, atingindo seu maximo a
pH 7,0. Valores similares de pH 6timo sdo descritos na literatura: LOX de Olea
europaea a pH 6,0 (LORENZI et al., 2006), lipoxigenase recombinante 13-LOX da
mesma espécie a pH 6,75 (PADILLA et al., 2009), 9-LOX de milho a pH 7,5
(OSIPOVA et al., 2010), lipoxigenase de Persea americana Mill a pH 6,5 (JACOBO-
VELAZQUEZ et al., 2010), de Marchantia polymorpha L. a pH 7,0 (KANAMOTO et
al., 2012), de gérmem de trigo a pH 6,5 (XU et al., 2012) e de Pleurotus sapidus a
pH 7,0 (PLAGEMANN et al., 2013). Dentre o grupo de lipoxigenases de procariotos,
podemos citar a LOX de Nostoc sp., que apresentou atividade enzimatica entre pH
7,0 e 10,0 (LANG et al., 2008) e a lipoxigenase recombinante de Pseudomonas
aeruginosa, com valor de 7,0 (VIDAL-MAS et al., 2005).

Algumas lipoxigenases apresentam valor de pH 6timo mais baixo, entre 5,0 e
6,0. Lipoxigenase de Aspergillus niger demonstrou valor de pH 5,0 (HALL e
HUSSON, 2004), de feijao a pH 5,6 (CLEMENTE et al, 2000), de musculo de porco
a pH 5,5 (GATA et al, 1996) e de pétala de rosa a pH 4,8 (FUKUCHI-MIZUTANI et
al, 2001). Valores de pH baixos s&o menos comuns dentre as enzimas lipoxigenase,

gue costumam ter seu pH 6timo neutro ou basico.

Dentre os pHs béasicos que encontramos descritos na literatura como 6timos
para lipoxigenase, estd o de Thermoactinomyces vulgaris, a pH 11,0 (INY et al,
1993), Fusarium proliferatum com pH 10,5 (BISAKOWSKI et al, 1998) e o de soja a
pH 9,5 (PIAZZA, 1996).

O valor de pH ideal para lipoxigenase pode variar, como se V&, entre
condi¢cOes acida e basicas. Isso vai depender da espécie em questéo, do substrato a
ser transformado e em que parte do organismo se encontra a enzima. Por exemplo,
em plantas senescentes a atividade enzimatica de LOX de pétalas costuma ser mais
intensa a pH acido, enquanto que LOX de outras partes da planta o pH ideal é
neutro ou basico (FUKUCHI-MIZUTANI et al, 2001).
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5.4.5. Determinacdo da temperatura 6tima de reagéo

Para determinar a influéncia da temperatura na atividade enziméatica, foram
realizadas medicdes de atividade com o0s substratos preferiveis de cada enzima
(acido linoleico para SWPrecLOX e &cido araquiddnico para SWAracLOX) a
diferentes temperaturas, que variaram de 21°C a 39°C. A concentracao das enzimas

foram de 0,1 mg/mL.

A Figura 29 mostra os valores de atividade obtidos nas diferentes

temperaturas.

== SWAracLOX == S\WPrecLOX
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Atividade enzimatica (Abs234/min)

10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temperatura °C

Figura 29: Determinacdo da temperatura Otima de reacdo das enzimas
recombinantes SWPrecLOX e SWAracLOX de S. woodyi. Atividade enzimatica
medida através do método espectrofotométrico com acido linoléico a 0,4mM e acido
araquidénico a 0,35mM.

SWPrecLOX teve sua maior atividade a temperatura de 31°C, mantendo-a a
85% até 37°C. SWAracLOX manteve sua atividade a temperatura entre 23°C e 33°C,
apresentando como temperatura Otima 27°C. Similarmente, lipoxigenase de
Pleurotus ostreatus (KUROBAIASHI, 2002), e LOX recombinante de Pseudomonas
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aeruginosa 42A2 (VIDAL-MAS et al., 2005) apresentaram atividade maxima a 25°C.
A maioria das lipoxigenases descritas demonstraram ser mais termotolerantes. Duas
enzimas recombinantes de Olea europaea, 13-LOX apresentaram como
temperatura 6tima 35°C e 45°C (PADILLA et al., 2009). Lipoxigenase de abacate foi
mais ativa a 40°C (JACOBO-VELAZQUEZ et al., 2010), a de gérmem de trigo a 45°C
(XU et al., 2012) e a de Pleorotus sapidus a 35°C (PLAGEMANN et al., 2013). Em
mamiferos a temperatura ideal para atividade enzimatica de LOX € normalmente em
torno de 37°C (HAGMANN et al., 1995; MCDONNELL et al., 2001). Temperaturas
Otimas mais baixas apresentadas pelas lipoxigenases recombinantes de S. woodyi
podem ser devido ao fato de que este micro-organismo seja de habitat marinho, ou
seja, se encontra em ambientes com temperatura mais baixas que as demais
espécies citadas, todas de ambientes terrestres. Desta maneira, a acdo 6tima da
enzima LOX nesse organismo esta adaptada a temperatura em que vive, de valores

mais baixos.

5.4.6. Determinacgdo da estabilidade térmica da enzima

Para verificar a estabilidade térmica das enzimas recombinantes, estas foram
incubadas durante 5 minutos a diferentes temperaturas que variaram de 22°C a
70°C. Foram realizadas medicbes em espectrofotdbmetro com o0s substratos
preferiveis de cada enzima (acido linoleico para SWPrecLOX e acido araquiddnico
para SWAracLOX) a uma concentracdo constante de 0,4mM e uma concentracao de
enzima constante de 0,1lmg/mL. Para a medicdo da enzima recombinante
SWPrecLOX foi utilizado o tampao borato 20mM a pH 8,5, e para a enzima
SWAracLOX o tampéo fosfato 50 mM a pH 7,5. A Figura 30 mostra os resultados de

atividade enzimatica obtidos.

SWPrecLOX se manteve estavel entre 22°C e 38°C. A partir de 38°C teve sua

atividade drasticamente reduzida. SWAracLOX apresentou estabilidade entre 22°C e
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36°C. A partir de 38°C também apresentou uma reducdo consideravel de sua
atividade enzimatica. Lipoxigenase de Olea europaea se manteve estavel até 60°C,
apesar de apresentar reducao de atividade (LORENZI et al., 2006). J4 a de gérmem

de trigo permaneceu ativa até 55°C (XU et al., 2012).
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Figura 30: Determinacdo da estabilidade térmica das enzimas recombinantes
SWPrecLOX e SWAracLOX de S. woodyi. Atividade enzimatica medida através do
método espectrofotométrico com &cido linoleico a 0,4mM e &cido araquidénico a
0,35mM.

5.4.7. Influéncia de diferentes ions bivalentes na atividade enzimatica

Para determinar a influéncia de determinados metais na atividade das
enzimas recombinantes, foi medida a atividade por espectrofotometro com a adi¢ao
dos metais, separadamente, a uma concentracdo final de 1 mM. Os metais utilizados
foram: CoCl, 6H,0, HgCl,, SnCl, 2H,0, ZnCl,, CdCl,, MnCl, 2H,0, FeCl,, CuCl,
2H,0, NiCl, 6H,0, CaCl, 2H,0, MgCl, 6H,0O. A concentracédo de enzima e substrato

foi constante. Foi calculada a porcentagem de atividade enzimética com relagdo ao
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controle, ou seja, sem nenhum metal adicionado. A Figura 31 mostra a porcentagem
de atividade na presenca de cada um dos metais com relacdo ao controle.

SWPrecLOX B SWAracLOX
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Figura 31: Influéncia de diferentes ions bivalentes na atividade das enzimas
recombinantes SWPrecLOX e SWAracLOX de S. woodyi. Atividade enzimatica
medida através do método espectrofotométrico com &cido linoléico a 0,4mM e &cido
araquidoénico a 0,35mM.

Como se vé, nenhuma das duas enzimas recombinantes teve sua atividade
enzimatica aumentada na presenca ions metdlicos, ao contrario da LOX
recombinante de Pseudomonas aeruginosa 42A2, que em presenca de Ca** e Zn**
apresentou um acréscimo na atividade (VIDAL-MAS et al.,, 2005). Os ions que
menos influenciaram a atividade de SWPrecLOX foram Ca®" e Cu®**, que mantiveram
cerca de 90% da atividade da enzima. Ni** e Hg®* foram os fon que mais inibiram a
atividade de SWPrecLOX, diminuindo-a a aproximadamente 20%. SWAracLOX teve
sua atividade totalmente inibida por Ni** e bruscamente alterada por Hg®*, Mg** e
Zn®*. Os fons que menos influenciaram a atividade enzimatica de SWAracLOX
foram Ca?*, que manteve cerca de 78% da atividade, e Cu?*, com 72% de atividade.
A atividade de lipoxigenase de Pleurotus ostreatus foi estimulada na presenca de
Cu?*, enquanto que os fons Co?*, Hg**, Mn** e Ca*" a inibiram (KURIBAIASHI et al.,

2002). O ion divalente Mn?* estimulou a atividade de lipoxigenase de Phaseolus
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vulgaris (SICILIA et al., 2005), enquanto inibiu a atividade da enzima em arroz
(OHTA et al., 1992).

Lipoxigenase recombinante de Olea europaea, Oep2LOX2, foi totalmente
inativada na presenca de Hg**, e teve sua atividade diminuida a 49% em presenca
de Cu®*. Outra enzima recombinante da mesma espécie, OeplLOX2, foi
parcialmente inativada por Hg?" (60%) (PADILLA et al., 2009). Oep2LOX1, outra
LOX recombinante de Olea europaea, apresentou 31% de inativacdo em presenca
de Fe** e 53% com Cu®, e foi parcialmente inativada com Hg®* (17%) e Mn?* (24%).
Efeitos de incremento e inibicdo da atividade de lipoxigenases parecem estar
relacionados com a interagcdo dos ions metalicos com os residuos de aminoacidos

presentes ou proximos ao centro ativo (PADILLA et al., 2012).

5.4.8. Determinacdo das constantes cinéticas

Determinaram-se as constantes cinéticas de velocidade maxima (Vmax),
constante de Michaelis-Menten (Km), constante de catalise e constante de eficiéncia
catalitica medindo-se a atividade a diferentes concentracdes de substrato a pH 6timo
de reacdo, a 24°C e a uma concentracdo constante de enzima de 0,1mg/mL.
Calcularam-se estas constantes cinéticas a partir da representacdo de dobros-
reciprocos (Linewaver-Burk) da equacdo de Michaelis-Menten (Figuras 32 e 33).
Utilizou-se o programa Lucenz 11l v. 1.02 (ALAN CLARK, 2002). Na Tabela 10 estéao
reunidos todos os valores obtidos das constantes cinéticas das enzimas
SWPrecLOX e SWAracLOX.
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Figura 32: a. Representagédo da velocidade de reagdo da enzima SWPrecLOX de
acordo com a concentracdo de substrato acido linoleico. b. Representacdo de

Lineweaver-Burk de SWPrecLOX com &cido linoleico.
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Figura 33: a. Representacdo da velocidade de reacdo da enzima SWPrecLOX de
acordo com a concentracdo de substrato acido linoleico. b. Representacdo de

Lineweaver-Burk de SWPrecLOX com &cido linoleico.

Tabela 10: Constantes cinéticas das lipoxigenases recombinantes SWPrecLOX e

SWAracLOX.

Vmax (mmol min’

Constante de
Constante de

Km (mM) I catalise (s) eficiéncia catalitica
g (MM_l S—l)
SWPreclOX—acido | o )0/ 17| 278 +/- 027 | 393x10° 83,8
linoleico
SWAracLOX ~3cido 0,20 +/- 161 +/- 034 | 228x10° 114,0
araquidonico 0,19
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55. DETERMINACAO DO METAL PRESENTE NO CENTRO
CATALITICO

Estudo de plasma indutivamente acoplado a espectrometria de massa,
realizada para elucidar a presenca de manganés ou de ferro, indicou que a enzima
SWPrecLOX continha 0,15 moles de Fe®" por mol de enzima e pequenas
quantidades de Mn?* (10 mmol) por mol de proteina. O mesmo ocorreu com
SWAracLOX, que apresentou 0,15 moles de Fe?* por mol de enzima e 20mmol de
Mn?* por mol de enzima. Com esses resultados, conclui-se que ambas as proteinas

possuem Ferro em seu centro catalitico.

5.6. CARACTERIZACAO QUIMICA DOS PRODUTOS DE REACAO
ENZIMATICA

O produto obtido da biotransformacdo de acido linoleico (C18:2) por
SWPrecLOX foi analisado por HPLC LightScattering e LC-MS-MS. O tempo de
retencdo em HPLC LightScattering para acido linoleico foi de 13,06 min e para o

produto de transformacédo com SWPrecLOX foi de 6,19min (Figura 34).

Simultaneamente, as amostras foram analisadas em LC-MS/MS, onde o
produto de transformacé&o do acido linoleico por SWPrecLOX apresentou um sinal de
m/z 311 (M") na analise completa, um sinal de m/z 293 (M~ -18) sobre espectro
completo de ms2 311.2 e sinais de m/z 275 (M~ -18 -18) e m/z 249 (M~ -18 -44)

sobre o0 espectro completo de ms3 311.2/293.2.

O espectro de MS/MS (m/z 311 — anadlise completa) de acido 11-hidroxi-
12R,13R-epoxi-9Z-octadecendico (Figura 34), mostrou forte sinal de m/z 293 (M~ -
18), m/z 211 ((OOC-(CH2)7-CH=CH-C(OH)-CH2) e m/z 197 ((OOC-(CH2)7-CH=CH-
CHO) acompanhado por outros sinais de m/z 275 (M~ -2 x 18), m/z 249 (311 -44 -
18), m/z 227 (TOOC-(CH2)7-CH=CH-CH(OH)-CHO), m/z 181 ("OOC-(CH2)6-
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CH=CH-CH=CH2). m/z 169 (TOOC-(CH2)7-CH=CH2) e m/z 129 (HCO-CH(O")-
C5H11). Vérios ions (por exemplo, m/z 227, 211, 129) sugerem que ha ocorrido
uma migracdo de epodxido do acido 11-hidroxi-12R,13R-epoxi-9Z-octadecendico
(OLIW et al., 2006).
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Figura 34: Andlise MS/MS (m/z — analise completa) de acido 11-hidroxi-12R,13R-
epoxi-9Z-octadecendico, produto da biotransformacéo do acido linoleico.

O produto de biotransformacdo do &cido araquidénico (C20:4) por
SWAracLOX, acido 13-hidroxi-14R,15R-epoxi-5Z,8Z,11Z-eicosatetraendico,
apresentou um sinal de m/z 335 (M") na analise completa, um sinal de m/z 317 (M -
18) sobre o espectro completo ms2 335.2 e sinais de m/z 299 (M™ -2 x 18) e m/z 173
(M™-18 -44) sobre o espectro completo ms3 335.2/317.2.

O espectro de MS/MS (m/z 335 — analise completa) de acido 13-hidroxi-
14R,15R-epoxi-5Z,8Z,11Z-eicosatetraendico (Figura 35) mostrou sinal de m/z 317
(M~ -18), m/z 291 (M™ -44), m/z 273 (M™ -18 -44) e m/z 235 ("OOC-(CH2)3-CH=CH-
CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-C(OH).CH2).
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Figura 35: Analise MS/MS (m/z — analise completa) de acido 13-hidroxi-14R,15R-
epoxi-5Z,8Z,11Z-eicosatetraendico, produto da biotransformacdo do &cido
araquidonico.

Os fragmentos detectados das amostras de biotransformacdo do acido
linoleico e &cido araquiddnico foram definidos como epodxi-alcodis. Estes produtos
sdo obtidos quando &cido linoleico ou acido araquidénico sofrem hidroperoxidacéo
(Figura 36A). Estes hidroperédxidos sofrem a perda do grupo hidroxila, obtendo um
produto radicalizado (Figura 36B). Este produto radicalizado leva a obtencdo de
acido 11-hidroxi-12R,13R-epoxi-9Z-octadecendico, no caso da biotransformacédo do
acido linoleico, e 13-hidroxi-14R,15R-epoxi-5Z,8Z,11Z-eicosatetraendico, quando o

substrato € acido araquidénico (Figura 36C).
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Figura 36: Biotransformac&o de um hidroperoxido a epoxi-alcool.

Diferentes produtos obtidos da biotransformacdo dos acidos linoleico e
araquidénico tem sido descritos na literatura, porém apenas detectaram-se epoxi-
alcodis - acido 11-hidroxi-12R,13R-epoxi-9Z-octadecendico e acido 13-hidroxi-
14R,15R-epoxi-5Z,8Z,11Z-eicosatetraendico.

A partir desses resultados, podemos concluir que a reacéo hidroperoxidacao
do acido linoleico pode ter ocorrido sobre o carbono 13 deste &cido e ndo sobre o
carbono 9, o que nos permite catalogar a lipoxigenase de S. woodyi como uma 13-

lipoxigenase.

O resultado da biotransformacéo do acido araquidénico mostra um sinal a m/z
235, que pode ser explicado da mesma maneira que no caso do acido linoleico. A
lipoxigenase de S. woodyi atua sobre o grupo pcntadieno dos carbonos 11 e 15,
localizando o grupo hidroperéxido sobre carbono 15. Este hidroperoxido perdera o

grupo hidroxido como na Figura 36, e o radical livre resultante sera transformado
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para o 14, 15 epoxido, introduzindo um grupo hidroxi sobre o carbono 13 (Figura
36). Os espectros de MS completa (Figura 35), mostra um sinal a m/z 235, de &cido
13-hidroxi-14R,15R-epoxi-5Z,8Z,11Z-eicosatetraendico. O espectro total ms2 335,2
mostra um sinal de m/z 317 que representa a perda de uma molécula de agua e um
sinal a m/z 235, que representa o fragmento derivado da decomposi¢do da molécula
entre os carbonos 14 e 15. Este sinal é caracteristico para o produto que contém o
grupo 14,15-ep6xi e o grupo hidroxila no carbono 13. O espectro completo ms3
335/317 (ndo representado) apresenta os sinais a m/z 299 (M~ -2 x 18),
representando a perda de uma segunda molécula de 4gua, e m/z 273 (M~ -18 -44),
representando uma perda de -COO-.

5.7. ANALISE FILOGENETICA

Preliminarmente aos estudos experimentais, foi realizado analise filogenética
de diversas sequéncias aminoacidicas de lipoxigenases de diferentes organimos,
tanto eucariotos como procariotos, com a finalidade de verificar em que posicao se
encontravam as enzimas lipoxigenase de Shewanella woodyi ATCC 51908 (Figura
37), e a partir de ai planificou-se a clonagem e expressdo dos genes. Para a
elaboracdo desta arvore filogenética, utilizou-se sequéncias de diferentes
lipoxigenases de nove animais, dez plantas, sete fungos e vinte e cinco procariotos
(Apéndice B).
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Figura 37: Analise da sequéncia de aminoacidos selecionadas de lipoxigenases de
Proteobactérias e Cianobactérias, utilizando-se o método de Neighbor-Joining.
Arvore mais parciomoniosa obtida com a soma dos comprimentos das ramificaces
= 16.59068198 é mostrada. A arvore esta desenhada a escala, com comprimentos
das ramificacdes nas mesmas unidades que as distancias evolutivas utilizadas para
inferir a arvore filogenética. As distancias evolutivas foram computadas utilizando-se
0 método de corre¢éo de Poison. A analise envolveu 29 sequéncias de aminoacidos.
Andlises evolutivas foram realizadas em MEGADS.
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Como observado na Figura 37, as sequéncias de plantas e animais se
alinham de maneira satisfatoria, formando dois grupos muito bem definidos, com
excegao da lipoxigenase de Plexaura homomalla, que se encontra separada do
grupo de LOX animais. O mesmo ocorre no grupo de lipoxigenases fungicas, que se
agrupam em seis sequéncias, ficando a lipoxigenase de Gaeumnnomyces graminis
distante filogeneticamente das demais. Quanto as lipoxigenases de procariotos,
observa-se a formacao de dois subgrupos, um formado por LOX de cianobactérias e
outro por proteobactérias, e diversas sequéncias de proteobactérias distantes
filogeneticamente uma das outras, demonstrando haver pouca homologia entre
essas lipoxigenases. Duas LOX de S. woodyi se encontram na mesma ramificacao,
e por isso a escolha de somente uma delas para seguir com o0s estudos
experimentais. A terceira lipoxigenase de S. woodyi se encontra na ramificacdo
juntamente com as lipoxigenases de Nitrosomonas europaea, Nitrosospira
multiformes e Nitrosococcus watsonii, e distante filogeneticamente das demais LOX
de S. woodyi, sendo também eleita para confirmagdo experimental.

A partir da andlise da arvore filogenética completa, realizou-se uma especifica
somente com sequéncias de proteinas de origem procariética (Figura 38). O codigo
da base de dados GenBank para cada uma dessas sequéncias e 0s organismos que
contém a referéncias estdo presentes na Tabela 10. Das 38 sequéncias descritas
como possiveis lipoxigenases presentes no banco de dados, 29 delas possuiam as
caracteristicas comuns as lipoxigenases, que sdo a sequéncia de residuos de
aminoécidos WxxAK, cinco residuos coordenando o atomo de ferro, sendo trés
histidinas, uma asparagina ou histidina e o C-terminal, que em eucariotos € uma
isoleucina (GAFFNEY, 1996) (Tabela 12). Algumas destas caracteristicas ndo foram
detectadas em 9 das 38 sequéncias de lipoxigenase originais encontradas no banco
de dados, e estas foram excluidas da analise filogenética (ver Tabela 11), uma vez
que todas estas caracteristicas sdo bem conservadas em todas as lipoxigenases

estudadas.
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Tabela 11: Lista de organismos procariotos que contém lipoxigenase e numero de
acesso no GenBank para sequéncia de nucleotideos da LOX. Os micro-organismos
sdo agrupados em cianobactérias, proteobactérias e bacteroidete. Os organismos
sombreados foram utilizados para construcéo da arvore filogenética (Figura 38).

MICRO-ORGANISMO

TIPO DE LOX GENBANK REF
Phylum Proteobacteria
Shewanella woodyi ATCC 51908 Arachidonate 15-lipoxygenase ACA87192.1
Shewanella woodyi ATCC 51908 Hypothetical protein Swoo_2318 ACAB86597.1
Shewanella violacea DSS12 BAJ02412.1
Shewanella denitrificans 0S217 Arachidonate 15-lipoxygenase ABES54964.1
Pseudomonas aeruginosa 42 A2 NCIMB40045 Linoleate oxigen redutase AALB85880.2 Garreta et al., 2011
Myxococcus xanthus DK 1622 YP_629994.1
Nitrosomonas europaea ATCC 19718 NP_841292.1

Photobacterium profundum 3TCK
Burkholderia thailandensis E264
Burkholderia thailandensis Bt4
Citromicrobium bathyomarinum JL354
Corallococcus coralloides DSM 2259
Corallococcus coralloides DSM 2259
Nitrosococcus watsonii C-113
Nitrosospira multiformis ATCC 25196

Plesiocystis pacifica SIR-1

Arachidonate 15-lipoxygenase precursor
Arachidonate 15-lipoxygenase precursor

Arachidonate 15-lipoxygenase precursor

Avrachidonate 15-lipoxygenase precursor
Arachidonate 15-lipoxygenase
Arachidonate 15-lipoxygenase

Arachidonate 15-lipoxygenase

ZP_01218321.1
ABC36974.1
ZP_02388609.1
ZP_06863039.1
YP_005368711.1
YP_005368710.1
YP_003760561.1
ABB73840.1
ZP_01906444.1

Phylum Cyanobacteria

Variovorax sp. CF313

Thiocapsa marina 5811

Cyanothece sp. ATCC 51142
Acaryochloris marina MBIC11017
Nostoc punctiforme PCC 73102
Nostoc sp. PCC 7120

Calothrix sp. PCC 630

Rivularia sp. PCC 7116

Oscillatoria acuminata PCC 6304
Anabaena cylindrica PCC 7122
Anabaena flos-aque
Cylindrospermum stagnale PCC 7417
Leptolyngbya sp. PCC 7375
Leptolyngbya sp. PCC 7376
Synechococcus sp. PCC 7335
Chamaesiphon minutus PCC 6605
Coleofasciculus chthonoplastes PCC 7420
Microcoleus vaginatus FGP-2
Microcystis aeruginosa PCC 9808
Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112

Arachidonate 15-lipoxygenase

Hypothetical protein

Hypothetical protein all8020

Arachidonate 15-lipoxygenase

Linoleate-9-lipoxygenase

Arachidonate 15-lipoxygenase

Arachidonate 15-lipoxygenase
Arachidonate 15-lipoxygenase

Arachidonate 15-lipoxygenase

ZP_10568041.1
ZP_08768587.1
YP_001804062.1
YP_001515175.1
ZP_00106490.1
NP_478445.1
YP_007138537.1
AFY58433.1
YP_007086119.1
AFZ57795.1

AFZ28027.1
ZP_18908774.1
YP_007070211.1
ZP_05039643.1
AFY92607.1
ZP_05027527.1
ZP_08495591.1
ZP_18840635.1
YP_007117702.1

Gao et al., 2010

Lang and Feussner, 2008
Andreou et al. 2008

Murakami et al., 1992

Phylum Bacteroidete

Indibacter alkaliphilus LW1

ZP_11015180.1
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Tabela 12: Alinhamento dos residuos de aminoacidos que determinam a especificidade das lipoxigenases de Proteobactérias e
Cianobactérias. A sequéncia de aminoacidos WxxAK, os ligantes de ferro (trés histidinas, uma asparagina e o residuo C-terminal)
e o residuo determinante da estereoespecificidade da enzima (alanina ou glicina) estdo marcados em cinza.

Organismo

Proteobacteria

Sequéncia WXXAK

Ligantes de ferro

Estereoespecificidade

Ligantes de ferro

Residuo C-terminal

T T ™ T ®

o o0 o <

Citromicrobium bathyomarinum JL354
Nitrosomonas europea ATCC 19718
Burkholderia thailandensis E264

Burkholderia thailandensis Bt4

Nitrosospira multiformis ATCC 25196

Variovorax sp. CF313

Pseudomonas aeruginosa 42A2 NCIMB40045

Shewanella woodyi ATCC 51908 - A
Shewanella woodyi ATCC 51908 - B
Shewanella woodyi ATCC 51908 - C
Shewanella denitrificans 08217
Shewanella violacea DSS12
Photobacterium profundum 3TCK
Nitrosococcus watsonii C-113
Thiocapsa marina 5811

Myxococcus xanthus DK 1622
Corallococcus coralloides DSM2259

Plesiocystis pacifica SIR-1

EKQWGWEMAKLVVQV

----LWLAAKTFAQV

SAYWAWQMAKTVVQC

SAYWAWQMAKTVVQC

----LWLTAKMFAQV

EAWWAWQSAKTAVQV

DLYWGWQMAKTVVQV

DNEWTWKMAKNTFTT

PLGVKWQIAKAFVQN

NDYWSWQOQMAKSTLTT

AAFWQWQAAMSTVQV

--PNRFMFAKIHVQC

EYWQWQAAMTMVQYV

»

---LDWFVAKLCVQT

---GLWLAVEKTFTQS

---YDWLAAKIYLRC

---HDWLAAKIYLRC

----VWELAKLHIQC

327

LFAHLARTHLVI

LVTHATRIHYVM

MFVHLARTHLVT

MFVHLARTHLVT

LYTHATRIHYVM

MFVHLGRTHLMS

MFVHLAQTHLVS

VVDHLS-THVFL

TVAHLGACHLTI

VVDHLS-THIYL

LFVHLGRTHLLI

FLYHLGLAHLATI

LFVHLGRTHLVI

LGTHFARTHVVM

VVEHLLSTHLIV

MVSHALRTHFVA

MVGHALRTHFVA

LISHLGLTHLLI

375

398

NDAAANS 384

NHQHTFL 310

NELAALT 434

NELAALT 416

NHQHTFL 298

NEAATLI 406

NEGAARTI 423

NFTGIFF 486

NDGATIHS 449

NHIGVFS 448

NNSAAGS 359

NFLARQT 579

NNSAAGS 355

NDLGRTR 285

NTSARTQ 700

NEGARKG 412

NEGARKG 413

NESAITS 436

SAQHASVNFPQ 52

TAFHSCIHFNQ 45

SAQHAAVNFSQ 57

SAQHAAVNFSQ 55

TAFHSCIHFNQ 44

SAQHAAVNFPQ 54

SAQHAAVNFPQ 56

SVNHALGNFS- 64

SAQHASVNYAQ 60

SVNHALDRFP- 59

SAQHAAVNFPQ 49

SAFHSAINFPQ 72

SAQHAAVNFPQ 49

APLHSALNFAQ 42

TAGHAAVNNGQ 84

SVQHAAVNYLQ 55

SVQHAAVNYLQ 55

SAQHASVNFPQ 58

PSLIPCSTNI 646

PRIIPNGVTWV 565

PSRIPASTNI 695

PSRIPASTNI 677

PRFIPNGVTI 553

PSRIPSSTNI 669

PSRIPASTNI 685

PSTMTVSPWN 756

PSMVPNSISI 725

PSSITVSPWN 714

PSNIPMSINI 618

PENIAASINI 839

PSKIPPSINI 614

PSEIINSINT 539

PKQVPQSIVT 962

PDRIPCGITW 675

ADRIPCGITV 676

PSRVPQSINI 706

Cyanobacteria

Cyanothece sp. ATCC 51142
Acaryochloris marina MBIC11017
Nostoc punctiforme PCC 73102
Calothrix sp. PCC 630

Rivularia sp. PCC 7116
Oscillatoria acuminata PCC 6304
Anabaena cylindrica PCC 7122
Cylindrospermum stagnale PCC 7417
Leptolyngbya sp. PCC 7375
Leptolyngbya sp. PCC 7376

Synechococcus sp. PCC 7335

SQGEPWMSAKNIVQM

SEQWAWLMAKTIVQTI

SGKYAWLFAKTIVQTI

SPQYAWMFAKTVVHTI

SDKYAWLFAKTIVQTI

----SWMVAKTILQM

----TWMTAKNIVQM

TNADTWMTAKNIVQM

SNPYAWLCAKTIVQV

SNKYAWLCAKTAVQTI

SGRYAWLAAKTAVQTI

LISHLGRTHLVV

LISHLGRTHLLTI

AVTHLARTHLLV

AVSHLGRTHLFV

AVTHLGRTHLLV

LVSHLGQTHLVI

LVSHLGRTHLVI

LISHLGRTHLVV

AVTHLARTHLFI

AVTHLARTHLFM

AITHLARTHLLI

NYGAHAF 463

NNAAISG 407

NDAAQRI 373

NEEAQRA 372

NDAAQRR 373

NYGAHKT 467

NYGAHKS 441

NYGAHTS 455

NNEAQAK 368

NDSAQAK 370

NFGAWKI 487

SAQHAAVNFPQ 61

SAQHAAVNFSQ 55

SAQHAAVNFPQ 51

SAQHAVVNFPQ 51

SAQHAAVNFPQ 51

SAQHAAMNFPQ 61

SAQHAAVNFPQ 58

SAQHAAVNFPQ 60

SAQHAAVNFPQ 51

SAQHAAVNFPQ 51

SVQHAAVNFPQ 63

9

PTNIPQSINI 726

PNKIPQSINI 672

PSKIPQSINI 630

PSRIPQSINI 631

PSKIPQSINI 631

PSQIPQSINI 727

PSRIPQSINI 702

PTNIPQSINI 719

PKNIPQSINI 630

PSLIPQSINI 627

SYNIPQSINI 748
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Como mostrado na Tabela 12, em lipoxigenases proteobacterianas, o metal
do sitio ativo é coordenado por trés histidinas (H), uma asparagina (N) e um ualtimo
aminoéacido, que pode ser uma histidina (H), uma valina (V), uma asparagina (N) ou
uma treonina (T). Em cianobactérias, o metal é coordenada por trés histidinas (H) e
uma asparagina (N), e hd sempre uma isoleucina (I) na posi¢do terminal. Esta
estrutura € bem conservada em lipoxigenases de plantas (incluindo os citosdlicas e

plastidicas).

Para fazer os alinhamentos das diversas sequéncias utilizadas neste trabalho
se utilizou o] programa bioinfomatico Clustal w2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), programa de alinhamento de
sequéncias nucleotidicas ou aminoacidicas que produz alinhamentos mdltiplos de

sequéncias divergentes biologicamente significativas.

A partir das sequéncias alinhadas, pelo programa MEGA 5.1 (TAMURAKA, et
al, 2007) integrado ao CLUSTAL W, foram geradas as arvores filogenéticas pelas
sequéncias analisadas. A arvore filogenética foi obtida pelo método de Neighbor-
Joining (SAITOU e NEI, 1987), com a soma do comprimento das ramificagbes =
10.32281263. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método de
correcdo de Poisson (ZUCKERKANDL e PAULING, 1965) e estdo em unidades do
namero de substituicdes de aminoacidos por site. O nivel de confianca da arvore é

determinado por uma analise de “bootstrapping” de 1000 réplicas.

A Figura 38 apresenta a arvore filogenética gerada a partir das sequéncias de

aminoacidos dos procariotos citados acima.
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Figura 38: Analise da sequéncia de aminoacidos selecionadas de lipoxigenases de
Proteobactérias e Cianobactérias, utilizando-se o método de Neighbor-Joining.
Arvore mais parciomoniosa obtida com a soma dos comprimentos das ramificacdes
= 10.32281263 é mostrada. A arvore esta desenhada a escala, com comprimentos
das ramificacdes nas mesmas unidades que as distancias evolutivas utilizadas para
inferir a arvore filogenética. As distancias evolutivas foram computadas utilizando-se
o método de correcdo de Poison. A analise envolveu 29 sequéncias de aminoacidos.
Analises evolutivas foram realizadas em MEGAS.

A arvore filogenética mostra trés grupos de lipoxigenases procariotas (Figura

38). As lipoxigenases de cianobactérias foram bem agrupadas (grupo 1) - e
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diferengas nas caracteristicas de aminoacidos ndo foram encontradas, sugerindo
uma origem comum. Este resultado esta de acordo com a teoria endossimbidtica, a
qual descreve a origem dos plastidios de cianobactérias semelhantes que vivem no
interior de células hospedeiras eucarioticas (MCFADDEN, 2001), sugerindo que
estas lipoxigenases podem ser a origem de lipoxigenases de plantas, j& que ndo ha
diferencas entre estes dois grupos (ANDREOU et al. 2009). Em contraste,
lipoxigenases de proteobacteria foram divididas em dois grupos (grupo 2A e 2B). O
grupo 2A, com as ramificacbes mais curtas do que as do grupo 2B, contém quatro
classes de Proteobactéria (a, B, y, 8) e formam um grupo bem definido, semelhante
ao das lipoxigenases de cianobacteria, com alanina (A) como o residuo
estereoespecifico determinante (S ) e isoleucina (I), como residuo C-terminal (Tabela
11).

Ja4 o grupo 2B contém trés classes de Proteobactéria (B, y, 8,), mas as
ramificacfes dentro deste grupo sdo muito mais profundas em comparacdo com o
grupo 2A, indicando uma maior distancia filogenética. Observa-se que, assim como
na arvore filogenética de LOX eucariotas e procariotas (Figura 37), a enzima
SWPrecLOX aparece juntamente com uma hipotética enzima LOX de Shewanella
woodyi, em uma ramificacdo separada das demais LOX de proteobactérias do grupo
2B. JA& a SWAracLOX se encontra na mesma ramificacdo que as demais
lipoxigenases deste grupo. Apesar da maioria das sequéncias que formam este
grupo apresentarem os critérios de serem lipoxigenases (residuos do C-terminais,
residuos de ferro-ligante e a sequéncia WxxAK) (Tabela 12), elas ndo foram
experimentalmente caracterizadas até o momento. Assim, trabalhos experimentais

s8o necessarios para descrever a natureza destas proteinas com seguranca.

Coffa e Brash (2004) demonstraram que, em eucariotos, 0 aminoacido
conservado em S-lipoxigenases € a alanina e em R-LOX, glicina. Em cianobactérias,
o residuo de determinagédo de estereoespecificidade € a alanina, indicando uma S-

LOX (Tabela 12). No entanto, Andreou et al. (2008) relataram que os produtos de
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reacao da lipoxigenase de Nostoc sp. PCC7120 foram R (9R e 13R), embora o
residuo conservado seja a alanina. Ja o produto de Nostoc punctiforme € 13S,
obedecendo ao critério de estereoespecificidade (KOEDUKA et al., 2007). Situagao
semelhante € verificada em Anabaena flos-aque, que contem uma R-LOX
(MURAKAMI et al., 1992). Em Cyanothece sp., os produtos de Csplos2
(YP_0023732439) apresentaram ambas estereoconfiguracbes (9R e 13S)
(ANDREOU et al., 2010). J4 no caso de Pseudomonas aeruginosa, esta apresentou
somente uma S-LOX (LU et al., 2012). O residuo de aminoacido que determina a
estereoespecificidade dos diferentes alinhamentos incluidos na tabela 6 sugere que
h& mais diversidade entre lipoxigenases de procariotos que eucariotos, uma vez que

o controle da estereoseletividade depende apenas dos residuos alanina e glicina.

Apesar das técnicas de sequenciacdo gendmica terem proporcionado a
inclusdo de aproximadamente 3.700 genomas bacterianos no Genome Online
Database (GOLD), somente 38 deles apresentam o gene que codifica a enzima
lipoxigenase e estédo depositados no banco de dados NCBI. Isto pode ser devido a
elevada variacdo na estrutura primaria da lipoxigenase que afeta todos os
aminoacidos, com excec¢do dos residuos altamente conservados que atuam como
ligantes do metal do centro catalitico (Tabela 12). Todos esses genes sequenciados
no NCBI pertencem a bactérias gram-negativas, sendo que 18 deles pertencem ao
filo Cyanobacteria, 19 ao filo Proteobacteria e 1 ao filo Bacteroidete. No entanto,

somente algumas delas estdo caracterizadas bioquimicamente.

O papel biolégico das lipoxigenases até o momento ndo foi elucidado.
Curiosamente, esta enzima s6 foi identificada no genoma de bactérias gram-

negativas ambientais, sendo nenhuma delas patogénica.

O alinhamento heterogéneo pode ser a razdo pela qual lipoxigenases nao
foram detectadas em bactérias gram-positivas e no reino de Archea. O filo
Cyanobacteria habitam todos os ecossistemas da Terra, ocorrem como ceélulas
planctdnicas ou nas colbnias filamentosas, em ambientes marinhos ou de agua doce
- e até mesmo em rochas ou no solo tmido (COHEN e GUREVITZ, 2006). O filo
Proteobacteria, outro grupo onde consta a presenca de lipoxigenase, mostra

capacidades versateis de degradacao e quimiliototrofia (ex Nitrosomonas, Nitrospira)
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associada a plantas. Também inclui géneros como Shewanella, que ocorrem em
sedimentos, ambientes marinhos e alimentos em decomposi¢do. Notavelmente,
embora a classe y-Proteobacteria contenha patégenos importantes, como por
exemplo Salmonella e Neisseria, até agora henhuma das lipoxigenases detectadas

provém de micro-organismos patégenos.

Uma possivel funcdo biolégica das lipoxigenases presentes em bactérias
pode ser facilitar a plasticidade dinanima das membranas. Isso pode ser uma
vantagem para a colonizagdo de uma ampla gama de ambientes onde as bactérias
se adaptaram e também na interacdo com organismos eucariotos. Sabe-se que a
chave para manter a dinamica e a funcionabilidade das membranas é garantir a
presenca de acidos graxos poliinsaturados (VANCE et al. 2004; WASTERNACK et
al. 2002). No caso de Cianobacterias, o acido graxo predominante (acima de 27%) é
o acido linoléico (C18:2). Em Microcystis aeruginosa foram encontrados acidos
graxos poliinsaturados como acido a-linolénico (C18: 3), acido y-linolénico (C18: 3) e
acido cis-11-eicosendico (C20: 1) (SHARATHCHANDRA e RAJASHEKHAR 2011).
Gao et al. (2010) relataram &cidos poliinsaturados octadecenoicos em Acaryochloris
marina (cerca de 44%), enquanto Nostoc foi descrita com um elevado teor de C18: 3
(até 41%). No caso de Shewanella, observou-se a producdo de 4&cidos
poliinsaturados (»-3) para adaptacdo a diminuicdo da temperatura ambiente, por
meio da modulagédo da composi¢do da sua membrana lipidica (HAU e GRALNICK,
2007).

Dentre as 29 sequéncias de aminoacidos utilizadas na confecgcéo da arvore
filogenética, 7 delas foram escolhidas com base em sua posi¢cdo na arvore, e foi
realizado um alinhamento estrutural juntamente com 2 lipoxigenases eucaridticas
(Homo sapiens LOX PDBcode 308Y e Glycine max LOX PDBcode 1YGE), onde as
sequéncias WxxAK e os ligantes do atomo de ferro foram identificados e alinhados
(Figura 39a).
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Figura 39: a. Alinhamento de multiplas sequéncias de residuos de aminoacidos
determinando especificidade posicional de lipoxigenases de Proteobactérias (ver
Tabela X), Cianobactérias (ver Tabela X), Glycine max (NP_001236153.1) e Homo
sapiens (NP_000689.1), usando o programa ClustalWw2.1. b. Alinhamento estrutural
de varias lipoxigenases procariotas, utilizando Pseudomonas aeruginosa 42A2
(cédigo PDB 4G32), G. max (codigo PDB 1YGE) e H. sapiens (c6digo PDB 308Y)
como modelos, através do programa ESPript - Easy Sequencing in PostScript.
Sequéncia WxxAK em verde; ligantes do atomo de ferro em azul.
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A sequéncia conservada de WxxAK aparecem numa a-hélice de 20-27
aminoacidos de comprimento, que contém a primeira histidina de coordenacdo do
ferro catalitico. Esta a-hélice aparece conservada em todas as trés estruturas
(animais, plantas e micro-organismos) (Figura 39a). A segunda histidina de
coordenacdo do ferro também aparece conservada nas trés estruturas, e se

encontra logo apos esta a-hélice (Figura 39b).

Os outros dois residuos responsaveis pela coordenacdo de ferro sdo duas
histidinas, ou uma histidina e uma asparagina - e eles também aparecem
conservados na sequéncia e alinhamento estrutural (Figura 39a e b). Nas trés
estruturas usadas como modelo, estes residuos de coordenacdo do ferro estéo

numa a-hélice de 7-8 amino&cidos de comprimento (Figura 39b).

O quinto residuo responsavel pela coordenacdo do ferro € o residuo do C-
terminal (uma isoleucina na maioria das sequéncias), o0 qual, embora
estruturalmente conservado, ndo aparece em qualquer estrutura reconhecivel, como
uma a-hélice ou folha B. Este alinhamento mostra a natureza altamente conservada
destes residuos na familia de proteinas lipoxigenase, mas ndo permite detectar as
diferencas dentro da subfamilia de lipoxigenases bacterianas. Assim, novos
alinhamentos estruturais foram realizadas utilizando trés seqiéncias lipoxigenase

procariotas intimamente relacionadas na arvore filogenética.

O alinhamento estrutural foi realizado com o programa ESPript, Easy
Sequencing in PostScript (GOUET et al., 1999), permitindo a rapida visualizacdo das
sequéncias alinhadas e lendo os arquivos de estrutura secundéria para produzir uma
sintese de sequéncia e informacdo estrutural. Foram utilizados trés modelos
estruturais: Pseudomonas aeruginosa 42A2 (PDBcode 4G32 ndo disponivel até o
momento) (GARRETA, 2011) (Figura 40) para LOX procariotas, Glycine max
lipoxygenase (PDBcode 1YGE) (Figura 41) para LOX de plantas e Homo sapiens
lipoxygenase (PDBcode 308Y) (Figura 42) para LOX de mamiferos. O modelo
estrutural de Pseudomonas aeruginosa 42A2 foi utilizado por ser a Unica enzima

lipoxigenase cristalizada até o momento, ou seja, com sua estrutura real conhecida.
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Nestes alinhamentos, as diferencas estruturais s&do evidentes entre

lipoxigenases eucaritticas e procarioticas (Figuras 40, 41 e 42) e podem ser

observadas nos primeiros 200 residuos. A principal diferenca

€ que a lipoxigenase

de procarioto tem apenas um dominio em vez de dois, como nas lipoxigenases de
eucariotos (Figura 43) (GARRETA, 2011).
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Figura 40: Alinhamento estrutural dos primeiros 200 residuos de aminoacidos,
aproximadamente, de lipoxigenases de P. aeruginosa 42A2 (AAL85880.2),
Variovorax sp. (ZP_10568041.1) e Burkholderia thailandensis E264 (ABC36974.1),
utilizando como modelo estrutural a sequéncia aminoacidica de P. aeruginosa 42A2

(codigo PDB 4G32).
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Figura 41: Alinhamento estrutural dos primeiros 200 residuos de aminoécidos,
aproximadamente, de lipoxigenases de P. aeruginosa 42A2 (AAL85880.2),
Variovorax sp. (ZP_10568041.1) e Burkholderia thailandensis E264 (ABC36974.1),
utilizando como modelo estrutural a sequéncia aminoécidica de G. max (codigo PDB
1YGE).
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Figura 42: Alinhamento estrutural dos primeiros 200 residuos de aminoacidos,

aproximadamente,

de

lipoxigenases de P. aeruginosa 42A2 (AAL85880.2),

Variovorax sp. (ZP_10568041.1) e Burkholderia thailandensis E264 (ABC36974.1),
utilizando como modelo estrutural a sequéncia aminodacidica de H. sapiens (cédigo

PDB 308Y).
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Homo sapiens

Figura 43: Sobreposicdo e estruturas moleculares individuais de lipoxigenase
eucaridtica (Homo sapies, coédigo PDB 308Y) e lipoxigenase procariética
(Pseudomonas aeruginosa 42A2, cddigo PDB 4G32). A estrutura homoéloga da
lipoxigenase que corresponde ao dominio catalitico das lipoxigenases eucaritticas
esta representada em cinza. O dominio N-terminal caracteristico de eucariotos esta
em laranja. Os primeiros 200 residuos de aminoacido (duas a-hélices antiparalelas
que substituem o dominio N-terminal de LOX de eucariotos) da lipoxigenase
procariotica estdo em azul. A esfera vermelha representa o atomo de ferro do centro
ativo da proteina. llustracdo por PyMOLV1.3.

O dominio N-terminal presente nas lipoxigenases eucariéticas parece ser
substituido por duplas a-hélices antiparalelas nas lipoxigenases procariotas. Isso
explica por que a homologia especifica dos primeiros 200 aminoacidos das
lipoxigenases procariotas € fraca, uma vez que cerca de 15% do alinhamento
estrutural deles coincidem com a estrutura de lipoxigenase de Pseudomonas
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aeruginosa (Figura 40), mas apenas cerca de 2% quando a modelo de estrutura é

diferente de lipoxigenase procariotica (Figuras 41 e 42).

As estruturas hipotéticas das enzimas LOX de S. woodyi foram analisadas
através do programa Phyre2 — Protein Homology/Analogy Recognition Engine v2.0,
tendo como modelo estrutural as lipoxigenases de Pseudomonas aeruginosa 42A2
(PANspLOX) (Figura 44 e 46) e a de Plexaura homomalla (Figura 45 e 47).

O modelo estrutural de P. aeruginosa 42A2 foi selecionado por ser esta a
Unica enzima lipoxigenase de bactéria que se encontra cristalizada. Ja o modelo de
Plexaura homomalla por ser uma lipoxigenase eucariota, e também por ser a que
apresenta maior homologia com as LOXs de S. woodyi quando se realiza um
alinhamento estrutural contra todos os modelos presentes no banco de dados PDB.
Ao realizar este alinhamento, a estrutura de Plexaura homomalla é indicada com
homologia mais préxima de lipoxigenases de S. woodyi. Isto ocorre devido ao fato
do modelo estrutural de PANspLOX né&o estar disponibilizado no banco de dados
PDB, pois o trabalho referente a este modelo estrutural todavia ndo esta publicado.
Porém, ao realizar-se alinhamentos estruturais, a sequéncia de aminodacidos de
SWPrecLOX e SWAracLOX se ajustam melhor ao modelo estrutural de PANSpLOX
— 24% de identidade e 593 aminoacidos alinhados com 100% de confianca de
SWPrecLOX com PANspLOX, contra 21% de identidade e 612 aminoacidos
alinhados com 100% de confianca de SWPrecLOX com LOX de Plexaura
homomalla. J& a sequéncia de SWAracLOX apresenta 31% de identidade e 622
aminoéacidos alinhados com 100% de confianca com PANspLOX, contra 29% de
identidade e 544 aminoacidos alinhados com 100% de confianga com LOX de P.
homomalla. Desta maneira, com ambas enzimas LOXs de S. woodyi, verificamos
gue ha maior homologia com a lipoxigenase de P. aeruginosa do que com a de
Plexaura homomalla, o que € esperado, uma vez que sao lipoxigenases de

procariotos.

No entanto, verifica-se que em SWPrecLOX, ocorre alinhamento de maior
namero de aminoacidos com a sequéncia da lipoxigenase de eucarioto do que com
a PANspLOX (612 aminoacidos alinhados com Plexaura homomalla contra 593

aminoacidos alinhados com PANspLOX). Isto provavelmente ocorra devido ao fato
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da sequéncia primaria da enzima SWPrecLOX ser maior que a de PANspLOX,
contendo 71 aminoacidos a mais, contra 51 amino4cidos a mais que a lipoxigenase
de Plexaura homomalla. Essa diferenca de 19 amino&cidos alinhados se vé
justamente na porcdo N-terminal da enzima e, quando modelado com PANspLOX,
verifica-se que existem diferengcas no dominio a-hélice, onde esta se vé com
problemas de alinhamento estrutural (Figura 44). Com esta observacao, pode-se
inferir que ha diferencas estruturais na porcédo N-terminal das enzimas SWPrecLOX
e PANspLOX, onde a a-hélice presente no dominio tnico de LOX de P. aeruginosa €
menor quando comparada a provavel a-hélice de SWPrecLOX. Isto leva a pensar na
hipotese de que esta Ultima seja uma transicao entre lipoxigenases de procariotos e
eucariotos, ndo possuindo os dois dominios presentes em eucariotos (a-hélice e
folhas-B), porém apresentando uma a-hélice maior que a de LOXs de P. aeruginosa,
que, através de processos evolutivos, pode ter levado a estrutura de duplo dominio

encontrada atualmente em lipoxigenases eucaridticas.

Figura 44: Sobreposicdo de estruturas moleculares de lipoxigenase SWPrecLOX
tendo como modelo estrutural lipoxigenase procariética (Pseudomonas aeruginosa
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42A2, codigo PDB 4G32). A estrutura molecular de SWPrecLOX esta representada
em azul. Em verde, a enzima lipoxigenase de P. aeruginosa 42A2. A esfera em
vermelho representa o atomo de ferro do centro catalitico das enzimas. llustracdo
por PyMOLV1.3.

Figura 45: Sobreposicdo de estruturas moleculares de lipoxigenase SWPrecLOX
tendo como modelo estrutural lipoxigenase eucaridtica (Plexaura homomalla, cédigo
PDB 2FNQ). A estrutura molecular de SWPrecLOX esta representada em azul. Em
laranja, a enzima lipoxigenase de P. homomalla. A esfera em vermelho representa o
atomo de ferro do centro catalitico das enzimas. llustragdo por PyMOLv1.3.
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Figura 46: Sobreposicdo de estruturas moleculares de lipoxigenase SWAracLOX
tendo como modelo estrutural lipoxigenase procaridtica (Pseudomonas aeruginosa
42A2, cédigo PDB 4G32). A estrutura molecular de SWAracLOX esta representada
em negro. Em roxo, a enzima lipoxigenase de P. aeruginosa 42A2. A esfera em
vermelho representa o atomo de ferro do centro catalitico das enzimas. llustragdo
por PyMOLvV1.3.
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Figura 47: Sobreposicdo de estruturas moleculares de lipoxigenase SWAracLOX
tendo como modelo estrutural lipoxigenase eucaridtica (Plexaura homomalla, cédigo
PDB 2FNQ). A estrutura molecular de SWAracLOX esté representada em negro. Em
marrom, a enzima lipoxigenase de P. homomalla. A esfera em vermelho representa
o &tomo de ferro do centro catalitico das enzimas. llustragdo por PyMOLv1.3.
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6. CONCLUSOES

- Nestre trabalho foram expressados os genes de duas lipoxigenases de
Shewanella woodyi, ACA87683.1 - SWPrecLOX — Arachidonate 15-lipoxygenase
Precursor e ACA87192.1 - SWAracLOX — Arachidonate 15-lipoxygenase. Confirmou-
se que ambas as enzimas apresentam comportamento de uma lipoxigenase. Foi
otimizado o sistema de expresséo obtendo-se as enzimas na concentragao final de
aproximadamente 1,2mg/mL e 0,8mg/mL para SWPrecLOX e SWAracLOX,

respectivamente.

- SWPrecLOX possui como temperatura Otima de reacdo 31°C e pH 8,0. Seu
substrato preferivel € o acido linoleico, tendo como Vm 2,78mM min™ mg ™ e Km
0,47mM. Sua atividade é inibida principalmente pelos ions niquel, mercurio, cobalto,

manganés e magnésio.

SWAracLOX apresenta maior atividade sob temperatura de 27°C e pH 7,0.
Acido araquidénico € seu substrato preferivel, apresentando Vm 7,62mM min™ mg ™
e Km 2,04mM. Os ions que inibiram sua atividade foram niquel, mercurio, cadmio,

magneésio, cobalto, zinco e manganés.

- Segundo analises filogenéticas, as enzimas lipoxigenases de procariotos se
agrupam em trés sub-grupos: um grupo muito bem definido de cianobactérias, outro
contendo proteobactérias que apresentam similaridades filogenéticas e um terceiro
sub-grupo, formado também de proteobactérias, onde estas apresentam distancias
filogenéticas altas. A enzima SWAracLOX se encontra filogeneticamente mais
préxima de outras lipoxigenases procaridticas, enquanto que SWPrecLOX se vé
mais distante filogeneticamente, porém ambas apresentam maior similaridade
estrutural com lipoxigenase de Pseudomonas aeruginosa 42A2. Assim, pode-se
sugerir que esta LOX seja uma estrutura de transicao entre lipoxigenase de

procarioto e eucarioto.
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Apéndice A

- Sequenciamento do gene SWPrecLOX-pET28a(+)

gb|CP000961.1| Shewanella woodyi ATCC 51908, complete genome
Length=5935403 Features in this part of subject sequence:
Lipoxygenase Score = 1341 bits (726), Expect = 0.0

Identities = 750/772 (97%), Gaps = 1/772 (0%) Strand=Plus/Minus

Query 167 TGGATTCGCCTGAGTATCTTAAGCTCCAAGAGCAGTTAGCCCTGTATGAAGACTTACGTA 226
FEEEEEErrrrr e e e e e e e e et el
Sbjct 4178269 TGGATTCGCCTGAGTATCTTAAGCTCCAAGAGCAGTTAGCCCTGTATGAAGACTTACGTA 4178210

Query 227 AAAATGGCGTTCCANAAAGTANTGCGCTCACAANAANTGCTTTCTCCGATGGGAGTATGG 286

FErrrrrrerrrrr cerrrr rerrrrrer e et e e e e e e
Sbjct 4178209 AAAATGGCGTTCCAGAAAGTAGTGCGCTCACAAGAAGTGCTTTCTCCGATGGGAGTATGG 4178150

Query 287 AGCGAGCAGCGGCCAATGATTACCAAAGGCTTTGCCCCGTAGATCCTGATAATCCTAACT 346

FEEEEEE e e e e e e e e b e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4178149 AGCGAGCAGCGGCCAATGATTACCAAAGGCTTTGCCCCGTAGATCCTGATAATCCTAACT 4178090

Query 347 ATCAACCTGGCGCCGTTACTGGTGCTGGCATGCATGAACTTCCTGAGTTTCCCTTTCCTG 406

CEErrrrrrr et r e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4178089 ATCAACCTGGCGCCGTTACTGGTGCTGGCATGCATGAACTTCCTGAGTTTCCCTTTCCTG 4178030

Query 407 TTCTGCCGCAGGATTCAGATACTACCACTGAGATTTTGCGTAAGCAGTTGGTACAACTTG 466

FEEEEEE e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4178029 TTCTGCCGCAGGATTCAGATACTACCACTGAGATTITGCGTAAGCAGTTGGTACAACTTG 4177970

Query 467 CATCTGAAAATAACTGGCATGATTTTGACCGCTTAGACGGCACGCCAGTGCATGGCAACA 526

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4177969 CATCTGAAAATAACTGGCATGATTTTGACCGCTTAGACGGCACGCCAGTGCATGGCAACA 4177910

Query 527 TCAACTCTGATGAGGTGAGTAACAACACGCCTTGGACAATTCGAGGAACGGCAGCATCCC 586

CEErrrrrrr et r e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4177909 TCAACTCTGATGAGGTGAGTAACAACACGCCTTGGACAATTCGAGGAACGGCAGCATCCC 4177850

Query 587 GTGCCGATAGGGCGCAAGAGGGAAGTTTTGGTGTCGATGATGCTTGCTTACAGCGTGAAG 646

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 4177849 GTGCCGATAGGGCGCAAGAGGGAAGTTTTGGTGTCGATGATGCTTGCTTACAGCGTGAAG 4177790

Query 647 ATGATTGGCAGTTATTCNATGCCAGTTTTCGATATGTAAGCGCCAACTTANCCCGCTTAN 706

FEEEEEr e e e e e e e e e e e et
Sbjct 4177789 ATGATTGGCAGTTATTCGATGCCAGTTTTCGATATGTAAGCGCCAACTTAGCCCGCTTAG 4177730

Query 707 TGTTAATTGGTGGGCCTGCATTGNTGTCGGNGTTAATATTCCTGCTCTCTAANTTNATTG 766

FEEEEErrrr e e e vrrr et e et e e e e e e
Sbjct 4177729 TGITAATTGGTGGGCCTGCATTIGGTGTCGGGGTTAATATTCCTGCTCTCTAAGTTAATTG 4177670

Query 767 AGCTTATCTTAACAGGAGGTGATGCCNAGTTTGANATCATCGAACCTATCACCTCGGCTG 826

FEEEEEr e e e et rrrr et e e e e e e e
Sbjct 4177669 AGCTTATCTTAACAGGAGGTGATGCCAAGTTTGAGATCATCGAACCTATCACCTCGGCTG 4177610

Query 827 TGCCCCCTGTGCGTGTCCATGATGCACAANATCTGCTTTTT-ATCCNTATGATACTGACT 885

FEEEEEr e e e e e et rer e et et e e
Sbjct 4177609 TGCCCCCTGIGCGTGTCCATGATGCACAAGATCTGCTTTTTITATCCATATGATACTGACT 4177550

Query 886 CAAATGGNCNACGCNTCNATGACCCACAGTATCCTAAACCCNCNTGGCATGa 937

R
Sbjct 4177549 CAAATGGCCAACGCATCGATGACCCACAGTATCCTAAACCCACATGGCATGA 4177498
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-Sequenciamento d gene SWAracLOX-pET28a(+)

gb|CP000961.1|
Length=5935403

Shewanella woodyi ATCC 51908, complete genome

Features in this part of subject sequence:
Arachidonate 15-lipoxygenase

Score
Identities

= 1072 bits (580), Expect = 0.0

631/655 (97%), Gaps = 10/655 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

3569308

61

3569368

121

3569428

181

3569488

241

3569547

301

3569607

361

3569667

421

3569727

481

3569786

541

3569845

600

ATGAGAGATAANTCATTACAACCATCATTACCGCAATTCAACTCTGAACAGGATAAAATA

Frrrrrrrrrr rrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
ATGAGAGATAACTCATTACAACCATCATTACCGCAATTCAACTCTGAACAAGATAAAATA

AAAAGAAAATTTGATATTTCAATTTCAAAAACAGATTACAACTACATGTTCAGCTATTTA

FCEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AAAAGAAAATTTGATATTTCAATTTCAAAAACAGATTACAACTACATGTTCAGCTATTTA

GAACCTATTCCTATTGCAGCAAGCGTACCTAAAAGCGAAGAGTTTAATCCAAACTACGAG

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAACCTATTCCTATTGCAGCAAGCGTACCTAAAAGCGAAGAGTTTAATCCAAACTACGAG

TATAAGGTTTTACAAGCTTTTTCTTCCCTTAGCTGAGAACTTTAAATCTGTCATCATCAG

FEEEEEr e v e e e e e e e e e e e e e e e e
TATAAGGTTTTACAAG-TTTTTCTTCCCTTAGCTGAGAACTTTAAATCTGTCATCATCAG

CCTAGGAGAAAAAGAACTTTTTGATGATCTGTCTAATAACATGCGCGCTTCAATCGAAGC

FEEEE P rrr e e e e e e e e e e e e e e e
CCTAGTAGAAAAAGAACTTTTTGATGATCTGCCTAATAACATGCGCGCTTCAATCGAAGC

AGTTGAGGTTGCACATCACAAGTTAAAAGCAGCAATGAGCGAAGGCTCAATAAAAAAGTA

FEEEEEE et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGTTGAGGTTGCACATCACAAGTTAAAAGCAGCAATGAGCGAAGGCTCAATAAAAAAGTA

CATTCATGAAGTAGAATATTTAAACGAATTAATTCATGCCCTGGCCGAAGTACCTAAAGA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e b e e e e
CATTCATGAAGTAGAATATTTAAACGAATTAATTCATGCCTTGGCCGAAGTACCTAAAGA

ACTAGAGTCAGCTATTCAAGGAGGGGCCAGATTACCAAAAGATCTCATTTAAAATGGTCA

FEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e rr e
ACTAGAGTCAGCTATTCAAGGAGTGGCCAGATTACCAAAAGATCTCATT-AAAATGGTCA

AAGGTCTGGANGAGGTTTTTAAGGAATTTCTAACGGAGGGTTTCACTGCATTTTCTAAAA

FEEEEErrr e e e e e e e e terr e e e e e e e
AAGGTCTGGATGAGGTTTTTAAGGAATTTCTAAAGGAGGGTTTCACTGCATTT-CTAAAA

A-CAGCCATGGCACGACCTGCTTGCTANCCGATGATGATCGACACTACCTTAGCGGCCAC

e vt e e e rere e e e e e 1
AACAGC-ATGT-ACGACATGCTTGCTA-CCGATGATGATCGAGACTACCT-AGCGGCAAC

AAGCACACAGGGCTACCCTCGATCTATGTAAAACACCTTCCTTCTCCTGAATTAC 654
RN R R e e R R RN R

60

3569367

120

3569427

180

3569487

240

3569546

300

3569606

360

3569666

420

3569726

480

3569785

540

3569844

599

3569900

Sbjct 3569901 AAGCACACAGGACTACC-TCGATCTATTTAAAACAC-TTCCTTCTCCTGAATTAC 3569953
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Apéndice B: Organismos utilizados para analise filogenética, e seus respectivos

codigos de acesso na base de dados GenBank.

Codigo GenBank

Fungos
Chaetomium globosum CBS 148.51 XP_001225066.1
Fusarium graminearum PH-1 XP_382392.1
Neurospora crassa CAD37061.1
Aspergillus fumigatus Af293 XP_746844.1
Pleurotus ostreatus BAL46153.1
Pleurotus sapidus CCVv01581.1
Gaeumannomyces graminis var. tritici R3-111a-1 EJT75659.1

Plantas

Oryza sativa Japonica Group

NP_001067011.1

Populus deltoides AAZ57445.1
Cucumis sativus AAAT79186.1
Medicago truncatula ABEB9490.2
Zea mays AAL73499.1
Solanum tuberosum CAA65268.1
Citrus jambhiri BAB84352.1
Brassica napus AAO003559.1
Arabidopsis thaliana CAB56692.1
Pisum sativum CAA55318.1
Animais
Bos taurus GI:5070263
Homo sapiens G1:85067500
Rattus norvegicus Gl:23463277
Canis familiaris G1:57086637
Mus musculus G1:40363263

Pan troglodytes

Gl:114669183

Gallus gallus

Gl:118116654

Danio rerio

GIl:113673261

Plexaura homomolla

Gl:1477763

Procariotos
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Shewanella woodyi ATCC 51908 ACA87683.1
Shewanella woodyi ATCC 51908 ACA87192.1
Shewanella woodyi ATCC 51908 ACA86597.1
Shewanella denitrificans 0S217 ABE54964.1
Pseudomonas aeruginosa 42 A2 NCIMB40045 AALB5880.2
Myxococcus xanthus DK 1622 YP_629994.1
Nitrosomonas europaea ATCC 19718 NP_841292.1
Photobacterium profundum 3TCK ZP_01218321.1
Burkholderia thailandensis E264 ABC36974.1

Corallococcus coralloides DSM 2259

YP_005368711.1

Nitrosococcus watsonii C-113

YP_003760561.1

Nitrosospira multiformis ATCC 25196

ABB73840.1

Plesiocystis pacifica SIR-1

ZP_01906444.1

Variovorax sp CF313

ZP_10568041.1

Cyanothece sp. ATCC 51142

YP_001804062.1

Acaryochloris marina MBIC11017

YP_001515175.1

Nostoc punctiforme PCC 73102

ZP_00106490.1

Calothrix sp. PCC630

YP_007138537.1

Rivularia sp. PCC7116 AFY58433.1
Oscillatoria acuminata PCC6304 YP_007086119.1
Anabaena cylindrica PCC 7122 AFZ57795.1
Cylindrospermum stagnale PCC 7417 AFZ28027.1

Leptolyngbya sp. PCC 7375

ZP_18908774.1

Synechococcus sp. PCC 7335

ZP_05039643.1

Citromicrobium bathyomarinum JL354

ZP_06863039.1
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