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“METODO DE EXPRESSAO PARA ENZIMAS OXIDATIVAS HETEROLOGAS”.

CAMPO TECNICO DA INVENGAO

[001] A presente patente de invencdo trata de método de expressdo para enzimas
oxidativas heterdlogas para industrias de celulose e papel, téxtil, bebidas e outros que
necessitam de grandes quantidades dessas enzimas onde, notadamente, dito método
utiliza do meio Luria- Bertani - LB - como meio para a indugao dispensando o uso de
isopropil B-d-1-tiogalactopirandsido - IPTG - como indutor e a substituicdo deste por
CuS04 para super expressao de oxidases multicopidas - MCOs - viabilizando reducdo de
custos.

HISTORICO DA INVENCAO

[002] A expressdo de proteinas recombinantes tem sido um grande avanco, pois
proporciona a producdo dessas biomoléculas e a aumenta a facilidade de utilizacao
destas nas mais diversas dreas da ciéncia. Entre os organismos mais utilizados como
hospedeiros heterdlogos para a expressao de proteinas estdo, bactérias, leveduras e
plantas.

[003] O meio Luria- Bertani (LB) é um dos mais usados para expressdo de proteinas em
bactérias, visto que é um meio complexo é possui todos os componentes necessarios
para o crescimento de Escherichia coli, amplamente utilizado producdo de proteinas em
bactérias. A expressdo utilizando este meio, bem como outros para crescimento
bacteriano (colocar aqui exemplos), necessita da adi¢cdo do indutor, que por sua vez é o
isopropil-B-D-1-galactosideo (IPTG).

[004] O isopropil B-d-1-tiogalactopirandsido - IPTG é um composto caro e as vezes
toxico para a célula hospedeira. Muitas vezes o excesso de isopropil B-d-1-
tiogalactopirandsido — IPTG - no meio, causa problemas na expressao, solubilidade e
purificacdo de proteinas.

[005] Outraforma de expressao que nao requer a utilizagdo de um indutor é utilizando
meios de auto-inducdo. As oxidases sdo enzimas com as mais diversas fungdes, estas
catalisam reagOes de oxi-redugdo. Dentro deste grupo de enzimas existe um outra
grande grupo, chamado de Multicopper oxidases, ou seja, oxidases dependentes do

cobre, nesta existem trés centros de cobre, onde a este se liga, fazendo parte
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estruturalmente das oxidases multicopidas - MCOs. Este grupo inclui as lacases,
ceruplasmin, nitrito redutase, ascorbato redutase e bilirubin oxidases.

[006] O artigo cientifico intitulado como ‘Copper induction and differential expression
of laccase in Aspergillus flavus’ (2015) / Inducdo de cobre e expressdo diferencial de
lacase em ‘Aspergillus flavus’ e publicado na Revista Brasileira de Microbiologia Versao
para impressao ISSN 1517-8382 versado on-line ISSN 1678-4405 revela que ‘Aspergillus
flavus’ foi isolado do solo e exibiu atividade de lacase em condigOes constitutivas e
induzidas por cobre. A adicdao de sulfato de cobre 1 mM ao meio resultou em um
aumento na atividade que atingiu 51,84 U/mL, uma banda de proteina distinta foi
detectada a 60 kDa. A enzima extracelular foi purificada 81 vezes por cromatografia de
filtracdo em gel e resultou em duas fracdes de lacase diferentes L1 e L2, esta Ultima com
maior atividade enzimatica que atingiu 79,57 U / mL e atividade especifica de 64,17 U /
ug proteina. A andlise do espectro da fragdo L2 mostrou um ombro em 330 nm que é
caracteristico dos centros de cobre T2 / T3; foram detectados cobre e zinco, sugerindo
que esta é uma lacase branca nao convencional. Os iniciadores do gene da lacase foram
projetados e sintetizados para recuperar o gene especifico de ‘A. flavus’. A analise da
sequéncia indicou lacase putativa (Genbank ID: JF683612) ao nivel do aminoacido,
sugerindo uma identidade prdoxima as lacases de outros géneros contendo o local de
ligacdo de cobre. A descoloragao de aguas residuais téxteis em diferentes condigdes
mostrou possivel aplicacdo em biorremediacdo em um curto periodo de tempo. O efeito
do cobre em ‘A. flavus’ foi dependente da concentragao.

[007] O artigo cientifico intitulado como ‘Heterologous expression of laccase cDNA
from Ceriporiopsis subvermispora yields copperactivated apoprotein and complex
isoform patterns’ (2003)/ A expressao heterdloga de cDNA de lacase de Ceriporiopsis
subvermispora produz apoproteina ativada por cobre e padrdes de isoforma complexos
publicado pela primeira vez : 01 de maio de 2003 https://doi.org/10.1099/mic.0.26147-
0 revela que a analise de clones gendmicos que codificam uma lacase putativa em cepas
de homokaryon de Ceriporiopsis subvermispora levou a identificacdo de uma variante
alélica do gene Ics-1 previamente descrito . Um clone de cDNA correspondente a este

gene foi expresso em Aspergillus nidulans e em Aspergillus niger. Ensaios enzimaticos e
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Western blots mostraram que ambos os hospedeiros secretavam lacase ativa. Em
relacdo as formas isozimicas da enzima C. subvermispora nativa, a lacase produzida por
A. niger tinha uma massa molecular mais alta e deu uma uUnica banda em géis IEF. Em
contraste, A. nidulansos transformantes secretaram varias isoformas notavelmente
semelhantes as do sistema nativo. Considerado juntamente com Southern blots
relatados anteriormente e sequenciamento de proteinas, a expressdao em A. nidulans
apodia a visdo de que C. subvermispora tem um unico gene de lacase e que varias
isoformas resultam de processos pos-traducdo. Além disso, varias linhas de evidéncia
sugerem fortemente que sob a limitacdo de cobre, A. nidulans secreta apoproteina que
pode ser reconstituida por uma curta incubacdo com Cu (lI) e em menor extensdo com
Cu (I1).

[008] J4 o documento de n2. US20020039772 revela um método para aumentar a
recuperacao da enzima ativa produzida em uma planta é fornecido quando a enzima
requer um cofator metdlico de transicdo para ativacdo. O cofator metdlico é fornecido
a enzima durante o desenvolvimento da planta, durante a extra¢cdo ou apds a extracgao.
A recuperagdo da enzima ativa também é fornecida pela incubagao da enzima extraida
a uma temperatura ndo degradante da enzima. A adicdo de um sal de ion negativo
melhora ainda mais a recuperac¢ao da enzima ativa. Sao fornecidas concentragdes ideais
de sal para recuperagao de lacase de plantas usando solugdes de cobre.

[009] Os artigos apresentados sdo de organismos eucaridticos, bem como, o
documento de n2. US20020039772 relata estudos em uma planta citando o uso do
cobre como cofator e ndo como indutor, distinto do pedido ora requerido, sendo que, o
mesmo ocorre para as demais anterioridades, onde o cobre é usado apenas como
suplementacao.

[010] E de conhecimento que a expressdo génica pode ocorrer de duas formas,
constitutiva e indutiva. Nos artigos citados utilizando principalmente fungos, em sua
maioria ela é constitutiva, ou seja, ird ocorrer normalmente, ja que o organismo tem
promotores que permitem a expressao. No caso de proteinas heterdlogas, e no caso da
patente requerida em que a necessidade de vetor de expressao e este tem um promotor

o qual necessita ser induzida para que a expressdo ocorra, é denominada de expressao
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indutiva. Afunilando para expressao heterdloga em procariotos, os vetores possuem um
promotor que é ativado por lactose, o isopropil B-d-1-tiogalactopirandsido — IPTG -,
como citado, é um andlogo a lactose. Sendo assim a expressao s6 ocorrera na presenga
deste.

[011] Dessarte, a proposta da invencdo nao é suplementar ou adicionar cofator, e sim
usar o cobre como indutor, ou seja, sem uso de lactose ou qualquer analogo. O isopropil
B-d-1-tiogalactopirandsido - IPTG - ndo serda adicionado em momento algum.
Lembrando que este é um reagente de alto valor monetario, e a invengdo ora inovada
visa apresentar uma nova alternativa de "Expressdo de proteinas oxidativas heterdlogas
em procariotos" principalmente os transformados em ‘Escherichia coli’.

OBJETIVOS DA INVENGAO

[012] A presente invengdo trata-se da utilizagdo do meio Luria- Bertani - LB - como
meio para a indug¢do, sem a necessidade da utilizagdo de IPTG como indutor e a
substituicdo deste por CuSO4 para super expressdo de oxidases multicépidas - MCOs. E
um método que pode ser utilizado por MCOs recombinates substituindo o IPTG por
menos de 0,5 mM de CuSO4.

[013] E objetivo da invencdo apresentar método de expressdo para enzimas oxidativas
heterdlogas que compde um método alternativo para super expressar proteinas
oxidativas recombinantes com custo reduzido e pratico de executar.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[014] A complementar a presente descricdio de modo a obter uma melhor
compreensao das caracteristicas do presente invento e de acordo com uma preferencial
realizacdo pratica do mesmo, acompanha a descricdo, em anexo, uma figura, onde, de
maneira exemplificada, embora nao limitativa, se representou:

[015] a figura 1 representa uma vista do diagrama de blocos das etapas que compde o
método ora inovado.

DESCRICAO DA INVENGAO

A presente patente de invencdo se refere 8 “METODO DE EXPRESSAO PARA ENZIMAS
OXIDATIVAS HETEROLOGAS”, mais precisamente trata-se de método de expressdo para

enzimas oxidativas heterdlogas para industrias de celulose e papel, téxtil, bebidas e
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outros que necessitam de grandes quantidades dessas enzimas.

[016] Segundo a presente invencdo, método de expressdo para enzimas oxidativas
heterdlogas utiliza como meio para a indugdo Luria- Bertani - LB - e CuSO4 para super
expressao de oxidases multicépidas - MCOs - e compreende as seguintes etapas:

i) Isolamento de amostras de diferentes ambientes de ‘Multicopper Oxidases’/
oxidases multicopidas - MCOs heterdlogas;

ii) Clonagem dos genes das proteinas heterdlogas em vetores de expressdo pET28
a e pHAT2 para a producdao do DNA recombinante. O produto da ligacao
(vetor+inserto/Open Reding Frame-ORF/ Fase de leitura aberta) sdo transformadas em
células de Escherichia coli BL21(DE3) por choque térmico;

iii) As células transformadas sdo inoculas em meio Luria Bertani (LB) -sélido
acrescido com antibiotico recomendado para o vetor utilizado, e apds 16 horas as
células sdo coletadas. A confirmagdo da clonagem é feita por PCR de col6nia e/ou
sequenciamento;

iv) Ap0ds a confirmagdo um clone positivo de cada construgdo é inoculado em LB-
liqguido para o crescimento celular, sendo feito um pré-inéculo em meio LBliquido
crescido em 37 °C a 200 rpm em agitador orbital refrigerado e 5% deste foi adicionado
ao inoculo. O crescimento do indculo se deu em agitador orbital refrigerado nas
condicdes de 37 °C a 150 rpm, assim que alcancou a densidade 6ptima requerida é
adicionado ao meio o CuCO4;

V) As condicbes de crescimento foram alteradas para 25 °C e 130 rpm. Para
visualizacdo da expressdo proteica, amostras de determinados tempos foram analisadas
em gel SDS-PAGE 10%.

[017] E certo que quando o presente invento for colocado em prética, poderdo ser
introduzidas modificacGes no que se refere a certos detalhes, sem que isso implique
afastar-se dos principios fundamentais que estdo claramente substanciados no quadro
reivindicatorio, ficando assim entendido que a terminologia empregada nao teve a

finalidade de limitacao.
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REIVINDICACOES
1) “METODO DE EXPRESSAO PARA ENZIMAS OXIDATIVAS HETEROLOGAS”, mais
precisamente trata-se de método de expressdo para enzimas oxidativas heterdlogas
para industrias de celulose e papel, téxtil, bebidas e outros que necessitam de grandes
guantidades dessas enzimas; caracterizado por método de expressdo para enzimas
oxidativas heterdlogas compreender as etapas:
i) isolamento de amostras de diferentes ambientes de ‘Multicopper Oxidases’/
oxidases multicopidas - MCOs heterdlogas;
ii) clonagem dos genes das proteinas heterdlogas em vetores de expressdo pET28
a e pHAT2 para a produgdo do DNA recombinante; o produto da ligagao
(vetor+inserto/Open Reding Frame-ORF/ Fase de leitura aberta) sdo transformadas em
células de Escherichia coli BL21(DE3) por choque térmico;
iii) as células transformadas sdo inoculas em meio Luria Bertani (LB) -sélido
acrescido com antibidtico recomendado para o vetor utilizado, e apds 16 horas as
células sdo coletadas; a confirmacdo da clonagem é feita por PCR de col6nia e/ou
sequenciamento;
iv) apos a confirmagdo um clone positivo de cada construgao é inoculado em LB-
liguido para o crescimento celular, sendo feito um pré-indculo em meio LB liquido
crescido em 37 °C a 200 rpm em agitador orbital refrigerado e 5% deste foi adicionado
ao inoculo; o crescimento do indculo se deu em agitador orbital refrigerado nas
condi¢des de 37 °C a 150 rpm, assim que alcangou a densidade éptima requerida é
adicionado ao meio o CuC0O4; e
v) as condicOes de crescimento foram alteradas para 25 °C e 130 rpm.
2) “METODO DE EXPRESSAO PARA ENZIMAS OXIDATIVAS HETEROLOGAS”, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por método de expressao para enzimas
oxidativas heterdlogas utilizar como meio para a indu¢do Luria- Bertani - LB - e CuSOa4

para super expressao de oxidases multicopidas - MCOs.
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RESUMO
“METODO DE EXPRESSAO PARA ENZIMAS OXIDATIVAS HETEROLOGAS”.
Trata-se de método de expressao para enzimas oxidativas heterdlogas para
industrias de celulose e papel, téxtil, bebidas e outros que necessitam de grandes
guantidades dessas enzimas; dito método de expressdo para enzimas oxidativas
heterélogas utiliza como meio para a inducdo Luria- Bertani - LB - e CuSO4 para

super expressao de oxidases multicdpidas - MCOs.
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