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Ilustracoes cedidas pelos autores

Resumo

A glucoamilase (GA) é uma
enzima hidrolitica que catalisa a libe-
racao sucessiva de -D-glucose a par-
tir do amido e oligossacarideos relaci-
onados. A GA catalisa eficientemente
a reacido de sacarificacio do amido
dentro de uma faixa estreita de tem-
peratura. A sua termoestabilidade li-
mitada afeta seu uso no processo
industrial, onde a incubag¢io prolon-
gada emaltas temperaturas € necessa-
ria. As estratégias tradicionais para
melhorar a termoestabilidade da GA
de Aspergillus, tais como a imobiliza-
¢io e modificacio quimica tém falha-
do no uso industrial. Atualmente, as
técnicas de evolugao dirigida utilizan-
do a biologia molecular proporcio-
nam uma importante ferramenta para
melhorar ou mesmo criar novas pro-
priedades nas enzimas existentes, em
um curto espago de tempo. Esta revi-
sdoapresenta a importancia, estrutura
e funcao da glucoamilase e as recen-
tes estratégias da biologia molecular
como ferramenta para melhorar a ter-
moestabilidade desta enzima.

1. Glucoamilase de
Aspergillus

A glucoamilase (o-1,4-glucan
glucohidrolase, EC 3.2.1.3), também
conhecida como amiloglucosidase, é
uma enzima hidrolitica que catalisa a
quebra das ligacdes glicosidicas o-
1,4 a partir de uma extremidade nio
redutora das moléculas de amilose
ou amilopectina do granulo de ami-
do e oligossacarideos relacionados
liberando B-D-glucose. Em uma ve-
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locidade menor, a glucoamilase tam-
bém atua hidrolisando as ligacdes o-
1,6 (Fleetwood e Weigel, 1962). Su-
gere-se, portanto, que a ac¢io da
glucoamilase ocorra através de um
mecanismo multisseriado no qual a
enzima atua aleatoriamente em toda
amolécula de substrato (James e Lee,
1997).

A glucoamilase (GA) é ampla-
mente usada na industria alimenticia
para a producio de xaropes com alto
teor de glucose e também ¢é empre-
gada na producido de dlcool e xaro-
pes com alto teor de frutose (1989;
Brumm, 1998; Mathewson, 1998).

Viarios microrganismos, plantas
e animais produzem glucoamilase.
Estas enzimas disponiveis comercial-
mente sdo, na sua maior parte, pro-
duzidas por linhagens dos fungos
Aspergillus e Rbizopus. Dentre estas,
a glucoamilase de Aspergillus é a
mais termoestdvel, apresentando a
maxima atividade em torno do pH
4,5, em temperaturas de 50 a 55°C,
mas ela é rapidamente inativada em
temperaturas préoximas a 60°C
(Manjunath et al.,1983; Brumm, 1998).

A glucoamilase catalisa eficien-
temente a reacao de sacarificacio
dentro de um limite relativamente
estreito de temperatura, porque a
sua conformacio cataliticamente ati-
va muda com o aumento da tempe-
ratura. Esta termoestabilidade limi-
tada afeta seu uso no processo in-
dustrial, onde a atuagio prolongada
em altas temperaturas é necessaria.
Na produ¢io de xaropes com alto
teor de glucose, uma pasta de amido
(30-40% BS) é primeiro liquefeita a
105°C por 5 minutos e em seguida,
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Figura 1. Imagem da estrutura estendida da glucoamilase de Aspergillus niger idéntica a glucoamilase de Aspergillus awamori.
No lado esquerdo o dominio catalitico (DC), ao centro o filamento ligante ou “linker” (L) e a direita o dominio de ligacao ao

substrato (amido) (DLS).

http://nte-serveur.univ-lyonl.fr/nte/heyde/www.public.iastate.edu/_pedro/glase/glase.html (10/10/03)

a 95°C por 2 horas, usando a a-
amilase bacteriana termoestavel, em
pH 06.0-6.5. Finalmente, o amido
liquefeito é resfriado a 60°C e
hidrolisado por mais 48 a 72 horas
usando a glucoamilase (James e Lee,
1997, Brumm, 1998). Estd claro que
a termoestabilidade da glucoamila-
se determina a velocidade do pro-
cesso como um todo. Trabalhar em
altas temperaturas nio apenas pode
acelerar a taxa da reagdo e conse-
quentemente diminuir o tempo do
processo, como também pode pre-
venir a contamina¢ao microbiolégi-
ca, além de reduzir a viscosidade da
mistura de reacdo. Portanto, o de-
senvolvimento de uma glucoamila-
se mais termoestdvel podera contri-
buir para a otimiza¢ido do processo
de sacarificacio doamido. Entretan-
to, o conhecimento da estrutura da
proteina e o processo de termoinati-
vacio da enzima sio necessirios
para elaboragio de prognosticos ra-
cionais e planos efetivos de experi-
mentos de estabiliza¢ao da estrutura
proteica.

A glucoamilase de Aspergillus é
codificada por um Unico gene, mas
existem duas ou trés formas varidveis
da enzima produzidas por protedlise
limitada (Svensson et al., 1986). Pazur
et al (1971) constatou que as formas
da glucoamilases de Aspergillus niger
sdo glicoproteinas que possuem quan-
tidades diferentes de glicosilacoes.
Como em outras proteinas, apds a
sintese no citoplasma, a GA ¢ trans-
portada em um estado desdobrado
através da membrana do reticulo

endoplasmatico (RE). Durante o sub-
sequente processo de dobramento,
ocorre a O-glicosilagio do “linker”,
filamento que liga o dominio catalitico
(CD) ao dominio de ligacio ao subs-
trato (DLS), e pontes dissulfetos sio
formadas (Pryer et al, 1992; Gaut e
Hendershot, 1993). Assim, a GA, na
sua conformacdo nativa estendida,
assume uma forma de alteres, onde
dois dominios volumosos, o dominio
catalitico e o dominio de ligacdo ao
amido, estao ligados porum filamento
fino como mostra a figura 1. Esta é
uma imagem simplificada ilustrativa,
uma vez que a estrutura real da GA
completa ainda nio estd disponivel.
A organiza¢io dos dominios da mo-
lécula tem sido deduzida através das
diferentes técnicas biofisicas e rela-
tos disponiveis (Coutinho, 1997;
Sauer, 2000).

As inimeras proteinas desdo-
bradas, que entram no limem do RE,
devem ser protegidas de quaisquer
agressoes e serem mantidas em um
estado de dobramento-competente.
Dobramentos ineficientes ou muta-
¢oes em proteinas secretadas resul-
tam em enzimas com conformacio
incorreta e defeito na atividade
(Bonifacino e Klausner, 1994).

Em Aspergillus azvamori, o gene
codifica uma GAI de tamanho com-
pleto contendo de 6152 616 residuos
de aminodcidos (figura 2), bem como
o peptideo sinalizador de secrecio
noN-terminal. O peptideo sinalizador
é cortado ap6s a secrecio da protei-
na pela célula. O outro maior produ-
to de protedlise da GAI (diz-se da GA

competente) ¢ a GAII resultante da
perda do sitio de ligacido ao substrato
localizado na extremidade C-termi-
nal. A GAIl é uma mistura de
polipeptideos de tamanhos entre 512
e 514 residuos de aminoicidos, com
atividade catalitica normal mas sema
habilidade para se ligar ao amido no
estado natural, nio gelatinizado
(Svensson et al., 19806).

As proteinas originais de
Aspergillus niger e Aspergillus
awamori, cujas sequéncias sao idén-
ticas (Svensson et al., 1989; Nunberg
et al., 1984), consistem de trés prin-
cipais dreas funcionais (Coutinho e
Reilly, 1994 a-b, Coutinho e Reilly,
1997): (1) o dominio catalitico, cons-
tituido dos residuos 1 ao 440, (2) o
filamento ligante, formado pelos re-
siduo 441 a0 512, que é altamente O-
glicosilado, e (3) um dominio de
ligacio ao amido no estado natural
na extremidade C-terminal, conten-
do os residuo 513 a 616 (Svensson et
al., 19806; et al., 1989). Além da regido
de O-glicosilagio do “linker”, dois
outros sitios de N-glicosila¢io estdo
localizados nos residuos Asn 171 e
Asn 395 (Svensson et al., 1989; Aleshin
etal., 1992). Acredita-se que os resi-
duos de carboidratos desempenham
uma importante fun¢ao na estabiliza-
¢ido da glucoamilase (Manjunath et
al.,1983, Svensson et al.,1989;
Williamson et al., 1992a). Em altas
temperaturas, a GA de A. niger, qui-
micamente desglicosilada, (Shenoy
et al., 1984) e a glucoamilase de A.
awamori, geneticamente truncada,
sem parte da regido de O-glicosilacio
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(Evans et al, 1990), deterioraram-se
mais rapidamente do que as suas
formas selvagens. Além disso, a GAII
em que falta apenas do dominio de
ligacao ao substrato, tem termoesta-
bilidade similar a da GAI (Svensson
et al., 1986), enquanto que uma
glucoamilase especial (GAI), na qual
faltam parte da regido O-glicosilada e
o dominio de ligacio ao amido, ¢
menos estdvel do que a sua forma
original (Hayashida et al., 1989). A
regido de O-glicosilagio também fa-
cilita a secrecao de GA (Evans et al.,
1990).

A estrutura da GA nativa é muito
dificil de determinar em funcio do
alto grau de glicosilacio. Aleshin et
al(1992) determinou a estrutura cris-
talina de uma GA muito préxima da
forma nativa denominada A. awamori
var. X100 (GA’) (figura 3), a qual foi
obtida por protedlise limitada com
subtilisina e apresenta os primeiros
470 residuos de aminodcidos da pro-
teina original. Esta sequiéncia de ami-
nodcidos da GA’ é 99,4% similar a
GAIl de A. nigere A. awamori, com
uma delecio no residuo 102 (Aleshin
et al, 1992, 1994a). Assim, o estudo
desta estrutura cristalina elucidou a
conformacido do dominio catalitico
completo e a conformagio da primei-
ra metade M-terminal da regido O-
glicosilada da glucoamilase de
Aspergillus. A estrutura cristalina da
GA de A. awamori var. X100 mos-
trou que o dominio catalitico consis-
te de treze a-hélices que compreen-
dem cerca de 51% dos residuos de
aminodcidos do polipeptideo total, e
regides menores de P filamentos
antiparalelos. Doze das o-hélices
estdoarranjadas dentro de uma estru-
tura denominada barril o/0, consis-
tindo de seis a-hélices externas e seis
internas que envolvem o sitio
catalitico em forma de funil, constitu-
ido por seis segmentos o/a altamen-
te conservados (Sauer, 2000). O sitio
catalitico da GA possui uma barreira
de residuos hidrofébicos no centro,
0s quais separam o nucleo em duas
regiodes de volume morto (void), con-
tendo apenas d4gua. Uma serve como
o sitio ativo propriamente dito e a
outra, tem uma func¢io ainda nio
conhecida (Aleshin et al., 1994a). O
sitio ativo contém Glul79 e Glu400
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Figura 2. Seqiiéncia de aminodcidos (1 letra) da GA de A. niger. Letras vermelhas: o-
helice; letras azuis: fita-; C dentro dos retangulos: residuos de cisteinas envolvidos
em pontes dissulfetos; N dentro dos retangulos: sitios N-glicosilados; T e S dentro dos
retingulos: sitios O-glicosilados; E dentro dos retingulos: residuos dos aminoacidos
cataliticos glutimico 179 e 400; sequiéncias sombreadas: regides conservadas S1 a S5;
sequiéncia sublinhada: sitio de ligacao ao substrato. Fonte: Flory, 1993.

como os dois residuos de aminodci-
dos cataliticos localizados no fundo
do sitio (Harris et al., 1993; Sauer,
2000). A estrutura em barril a/o0 do
DC da GA de A. awamori, A. nigere
de Saccharomyces fibuligera sao si-
milares, sendo que esta ultima apre-
senta 14 a-hélices, 12 das quais estao
na conformacio barril o/ (Sevcik et
al, 1998; Sauer et al, 2000). Esta
conformacdao contrasta com a
topologia de organiza¢io em barril
o/P encontrada em outras enzimas
amiloliticas tais como o e B-amilases
(Buisson et al., 1987; e Mikami et al.,
1993) e ciclodestrina glucosiltransfe-
rases (Klein e Schulz, 1991). Obser-
vou-se uma pequena similaridade
entre a estrutura da GA e proteinas
transportadoras de glucose. Assim, a
organizacao das hélices na GA pode
ser relevante para a conformacio de
proteinas que transportam glucose
(Aleshin et al, 1994a).

O segmento O-glicosilado estd
numa conformacao de cinto estendi-
do em torno do barril o/a. catalitico.
Isto sugere que este segmento serve
como um elo de ligacdo estrutural
entre o dominio catalitico e o domi-
niodeligacdo. A primeira parte (ami-
nodcidos 441 a 471) desta regiao O-
glicosilada possui cerca de 10 residu-
os de manoses expostos, que juntos
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com 2 unidades de glucoses ligadas
N-glicosidicamente nos residuos Asn
171 e Asn 395, formam um cinto de
glicosilagdes ao redor do dominio
catalitico (Aleshin et al, 1992). Foi
sugerido que a outra parte altamente
O-glicosilada (aminodcidos de 472 a
512) envolva o dominio catalitico
como uma continua¢io do residuo
471, fazendo com que o dominio de
ligacio ao amido fique préximo ao
sitio ativo (Sauer et al, 2000). O
segmento C-terminal do “linker” con-
tém cerca de 30 aminodcidos, princi-
palmente serina e treonina, sendo,
portanto, muito O-glicosilado. A esta
parte particular do linker tem sido
atribuida papéis na estabilidade, se-
crecio e na digestdo do amido cru
(Libby et al, 1994; Sauer et al, 2000).
Embora algumas caracteristicas como
a compactagio da conformacgio do
barril o/, a protecao dos carboidra-
tos e a regido O-glicosilada, facam a
GA de Aspergillus mais estavel do
que algumas proteinas, uma maior
estabilidade ainda é requerida para
os processos industriais, como expli-
cado anteriormente.

O dominio de ligacio ao amido
possui este nome por causa da sua
capacidade de se ligar ao grinulo de
amido nativo e permitir sua digestao
pelo dominio catalitico (Svensson et



Figura 3. Esquema da glucoamilase (GA’) de Aspergillus awamori var. X100 (Aleshin
et al., 1992). a- hélices (H1 a H13) sao simbolizadas por cilindros, sitios de O-
glicosilacao sao representados por hexagonos simples, e sitios de N-glicosilacao sao
simbolizados por cadeias de trés hexagonos.

al., 1983). Este dominio parece ter a
capacidade de ligar a GA a parede da
célula isto porque tem afinidade por
o-1,4 e 0-1,6 glucanos que pertencem
a parede celular. Esta afinidade au-
menta a concentra¢io de GA préxima
da micromembrana da célula
(Neustroev et al., 1993). A GAII, na
qual faltam os residuos 5132 616, tem
uma habilidade semelhante a GAI
para digerir amido solivel, mas pos-
sui uma habilidade drasticamente re-
duzida para se ligar e hidrolisar o
amido nativo (Svensson et al., 1989).
Recentemente, foi demonstrado que
o DLS isolado, atuando em grianulos
de amido juntamente com a GAII,
apresentaram um efeito sinergistico
na degradagio do substrato insoldvel,
sugerindo que o dominio de ligacio
ao substrato se liga ao amido como
uma porc¢do individual e rompe a
compacta estrutura do grinulo de
amido facilitando a hidrélise pelo
dominio catalitico (Southall et al, 1999;
Sauer et al, 2000). O dominio de
ligacido ao amido da GA possui uma
significante similaridade de sequén-
cia de aminodcidos com o dominio de
ligacio ao amido da ciclodextrina gli-
cosiltransferase (CGTase) (Svensson

etal., 1989). A estrutura tridimensional
da CGTase é globular, contendo de 6
a 8 fitas B (Klein e Schulz, 1991). A
estrutura do dominio de ligacio ao
amido da GA revela uma estrutura
bem definida em fitas B consistindo
de um par paralelo e 6 pares
antiparalelos que formam um barril B
aberto na lateral. Dois sitios de liga-
¢do para outros ligantes foram encon-
trados neste dominio, sendo cada um
no final da molécula em faces opostas
(Sorimachi et al., 1996). O mecanismo
proposto de ligacio deste dominio
aos granulos de amido, parece envol-
ver a formac¢ao de um complexo de
inclusao entre os residuos hidrofébicos
do dominio de ligacao e os grinulos
de amido (Goto et al., 1994).
Existem quatro pontes dissulfe-
tos na GA, das quais trés estdo no
dominio catalitico e uma no dominio
de ligacao. No dominio catalitico, as
pontes estao entre os residuos 210 e
213 (conectando o N-terminal com o
meio da hélice 7), 262 e 270 (conten-
do um filamento B antiparalelo) e 222
e 449 (associando o trigésimo resi-
duo O-glicosilado do “cinto” com o
dominio catalitico) (Aleshin et al.,
1992). Experimentos sugerem que

existe uma ligacao dissulfeto entre os
residuos 509 e 604 que conecta o N-
terminal com o C-terminal do domi-
niode ligacioao substrato (Coutinho
e Reilly, 1994 b).

Existem dois residuos N-glicosi-
lados (Asn 171 e Asn 395) na GA, nos
arredores do sitio ativo. Em cada
caso,oNda Asn estd ligado a posi¢io
C1 do primeiro residuo de a¢ticar (N-
acetil-D-glucosamina), que est4 liga-
do por B (1-»4) ao segundo (N-
acetil-D-glucosamina) que por sua
vez se liga ao terceiro residuo (D-
manose) (Aleshin et al., 1992). O
numero total de residuos de actcares
para formar a cadeia glicosil ligada a
Asn 171 e Asn 395 € 5 e 8 respectiva-
mente (Aleshin et al, 1994 a). A
mutagiao Asn 395— Gln que removeu
o sitio de N- glicosilacdo no residuo
395, diminuiu drasticamente tanto a
secrecdo como a termoestabilidade,
mas nao alterou a atividade especifi-
ca (Chen et al., 1994 b).

Embora a GA de A. awamori
primariamente catalise a clivagem
hidrolitica de ligacdes a (1,4) com
liberacio de B-glucose a partir de
uma extremidade ndo redutora da
cadeia de amido e oligossacarideos,
ela também cliva ligacdes glicosidicas
a (1,6) com uma eficiéncia catalitica
(Kca/ Km) por volta de 500 vezes
menor do que para as ligagdesa (1,4)
(Fleetwood e Weigel, 1962).

2. Termoestabilizacao da
Glucoamilase

2.1. Estratégias tradicionais

A modifica¢io quimica e a imo-
bilizacado sao as duas principais estra-
tégias tradicionais que tém sido ex-
ploradas para melhorar a termoesta-
bilidade da GA.

Modificagdo quimica: altera um
grupo funcional especifico nas pro-
teinas, tal como um grupo carboxila,
por reacdo quimica. Embora esta
técnica tenha aumentado a estabili-
zagio da a o-quimotripsina em 1000
vezes (Moshaev et al., 1988), ela
geralmente tem um rendimento ne-
gativo ou relativamente muito pe-
queno na termoestabilizacio da GA
(Sinitsyn et al.,1978; Munch e Tritsch,
1990).
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Imobilizagado: geralmente resul-
ta em alguma perda da atividade
enzimdtica (Lee et al., 1976; Svensson
e Ottesen, 1981; Lenders e Crichton,
1988), mas apesar disso, foi usada
em GA porque ela permite o proces-
so continuo de opera¢io. Embora
muitas GAs imobilizadas tenham
melhor estabilidade do que as formas
soluveis, elas ainda nio substituiram
estas Ultimas no uso industrial, isto
porque as GAs imobilizadas devem
ser usadas em temperaturas operaci-
onais baixas a fim de serem preserva-
das por varios meses, e continuarem
vidveis (Lee et al., 1976). Desde que
a energia de ativagio paraa atividade
enzimatica deva ser menor do que
para a inativacio da enzima, uma
temperatura de 38 a 40°C é recomen-
dada para a GA imobilizada. Entre-
tanto, o decréscimo na temperatura
operacional resulta numa baixa taxa
de reacio e em contaminac¢io
microbiolégica, que é menos facil-
mente controlado em fabricas do que
em laboratério. Lee et al., (19706)
relataram que a GA imobilizada ren-
deu xaropes com teores mais baixo
de glucose, 1,0-1,5%, e de Dextrose
Equivalente (DE), 1,0-1,5 unidades,
do que aqueles produzidos por
enzimas soluveis. Isto é atribuido a
limitacao da difusio de particulas de
glucose, que resulta em um gradien-
te de concentracio de glucose e,
consequentemente, leva a uma mai-
or incidéncia de reacdes reversiveis
do que se o gradiente ndo estivesse
presente (Lee et al., 1980). Além
disso, numa aplicacao real, as altas
concentragdes do substrato estabili-
zam tao bem a GA que o aumento da
termoestabilizacio proporcionado
pela imobilizacdo torna-se relativa-
mente insignificante (Klesov e
Gerasimas, 1979).

2.2. Estratégias
moleculares (Evolucao
Dirigida de Enzimas)

O advento da engenharia de
proteinas, empregando técnicas de
biologia molecular, proporcionou
novas estratégias para a termoestabi-
lizacio de enzimas. O gene da GA de
A. awamorifoi clonado e expressado
em Saccbaromyces cerevisiae (Innis

et al., 1985) e em Pichia pastoris
(Fierobe et al. 1997), o que permitiu
o emprego da manipulacao genética
como uma maneira de modificar a
enzima para melhorar suas proprie-
dades cataliticas ou fisicas.

Estas estratégias para criar novas
ou melhoradas propriedades em
enzimas, atualmente podem ser sepa-
radas em duas estratégias comple-
mentares 1) desenho racional e 2)
evolugdo dirigida. O desenho racio-
nal de proteinas é baseado no conhe-
cimento detalhado da sequiéncia pri-
maria, estrutura, fun¢ao e mecanismo
de catalise. Através destes conheci-
mentos, alteracdes sdo introduzidas,
principalmente, por mutacdo sitio
dirigida, como serd discutido abaixo.
A evolucao dirigida, (Zhang, 1997)
nio exige conhecimento da relagio
estrutura-funcao da enzima. A evolu-
¢do dirigida é também chamada de
biotecnologia evolutiva (Arnold e
Volkov, 1999; Reetz e Jaeger, 1999;
Sutherland,2000). O termo evolugao
dirigida subtende uma série de expe-
rimentos que reproduzem, de forma
acelerada e em tubos de ensaios, a
evolugio da diversidade natural e
adaptacio ambiental. Mutacoes e
recombinagdes sio feitas dando ao
processo uma direcio no sentido de
atingir a otimizacio de uma proprie-
dade especifica (Lehman e Wyss,
2001). Muitas pistas de como melho-
rar enzimas vém dos estudos de como
as enzimas evoluem na natureza. As-
sim, esta poderosa técnica objetiva
otimizar o processo de melhoramento
das enzimas utilizando mecanismos
envolvidos na evolugio natural (mu-
tacdo, recombinacgio e selecio natu-
ral). Entretanto, a evolugao dirigida
difere do processo natural no sentido
em que sio os pesquisadores que
definem as propriedades a serem
otimizadas e o processo biotecnolégi-
co acontece em um periodo curto de
tempo (semanas ou meses) (Reetz,
1999).

Num experimento de evolugio
dirigida, primeiramente € induzida
uma alteracio no DNA visando uma
resposta especifica. Isto resulta em
uma biblioteca de populagdes com
diferentes graus de possiveis respos-
tas, incluindo ou nio a resposta espe-
rada. O préximo passo é encontrar
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dentre as milhdes de possibilidades,
a solucio ou as solugdes corretas, ou
seja,a enzima que exibe a proprieda-
de desejada (Arnold, 1990).

Emsuma, este processo consiste
na combinagdo de técnicas da biolo-
gia molecular apropriadas para a
mutagio e expressio do gene,
acopladas a um eficiente e rdpido
sistema de selecao. (Reetz e Jaeger,
2000). A idéia é partir de uma enzima
selvagem, realizar a mutagénese no
gene que codifica a enzima e seleci-
onar os melhores mutantes de acor-
do com a caracteristica fenotipica
desejada (Zhang, 1997). Apos a sele-
¢do dos mutantes, segue-se NOvos
ciclos de mutacdes buscando melho-
res mutantes.

Quando a taxa de mutacio, ta-
manho da biblioteca e o processo de
selecio sio adequados, o fendtipo
desejado de uma enzima geralmente
aumenta a cada ciclo de mutacdes
(Zhang, 1997).

Existe um grande numero de
diferentes estratégias de mutagénese
para criar diversidade de sequiiéncias,
tais como a mutag¢io pontual ao aca-
so por PCR mutagénico (error-prone
PCR), e o embaralhamento de DNA
(DNA shuffling). Combinagdes des-
tas técnicas também vém sendo utili-
zadas. Tais estratégias serdo discuti-
das a seguir:

2.2.1 Mutacdo Sitio Dirigida
(MSD)

E uma poderosa técnica na qual
apenas um ou poucos aminodcidos
especificos sdo substituidos por ou-
tros aminodcidos, por alteracio nos
correspondentes nucleotideos no
gene codificador da proteina. Quan-
do realizada com sucesso, ela tem a
vantagem de melhorar a caracteristi-
ca desejada da enzima sem afetar
outras propriedades e até mesmo de
criar mutantes carregando vdrias ca-
racteristicas melhoradas.

Nesta ferramenta, as mudancas
precisas, efetuadas na seqiiéncia dos
aminodcidos, sdo baseadas no conhe-
cimento detalhado da estrutura da
proteina, fun¢ido e mecanismo (Chen,
1999). Por exemplo, um residuo par-
ticular de aminodcido pode ser iden-
tificado como sendo importante para



aatividade catalitica da enzima (Reetz,
1999), sendo assim, uma substituicao
individual deste aminodcido poderia
provocar mudangas na estrutura se-
cundaria resultando em enzimas com
caracteristicas desejaveis (Chen, 1999).
Entretanto, seria impossivel predizer
qual dos 19 aminodcidos remanes-
centes seria o melhor alvo para a
mutag¢io que resultaria em subsequen-
te melhoria da propriedade procurada
(Reetz, 1999). Muitas tentativas para
alterar especificamente algumas das
propriedades das enzimas através
desta técnica falharam, isto porque a
introdu¢io de aminodcidos substitu-
tos tém efeitos inesperados na estru-
tura e funcio da enzima. (Kikuchi,
1999). Além disso, tem sido observa-
do que em muitos estudos de muta-
¢do sitio dirigida, o aumento da ter-
moestabilidade esta vinculada ao de-
créscimo da atividade catalitica (Carrea
e Colombo, 2000). As falhas também
podem ser porque este processo re-
quer conhecimento de detalhes da
estrutura tridimensional da enzima,
de seu mecanismo de catdlise, bem
como um certo grau de intui¢io na
escolha do aminodcido a ser substitu-
ido (Reetz, 1997). Em muitos casos,
estas substituicdes foram feitas sem
levar em considera¢do as proprieda-
desestruturaisda proteina (Chen, 1999).

2.2.2. PCR mutagénico (Error-
prone PCR):

A introdug¢io de mutacgoes atra-
vés desta técnica envolve uma modi-
ficacdo no protocolo de PCR (Jaeger
e Reetz, 2000). Uma reagio de PCR é
normalmente realizada de modo a
amplificar qualquer dado DNA com
alta fidelidade. A atividade de corre-
¢lo de erro 3’ = 5’ da DNA polime-
rase assegura que a amplificacio do
DNA siga de maneira precisa. Ocasi-
onalmente, nucleotideos errados sao
incorporados durante a amplifica¢io
levando a mutagdes com uma fre-
quéncia de 0,1 a 2x 10* por
nucleotideo para a DNA polimerase
termoestavel do Thermus aquaticus
(Taq polimerase). Esta baixa taxa de
erro pode ser aumentada para 7x 107
por nucleotideo através de um ou
mais dos seguintes procedimentos:
aumento da concentragiao de MgCl,,

adi¢ao de MnCl,, aumento na con-
centracio de dCTP e dTTP e aumento
na quantidade taq polimerase. Para o
propdsito de evolucio dirigida de
enzima, estas condi¢des devem ser
modificadas a fim de se obter uma
taxa média de 1 a 2 nucleotideos
mutados por gene, levando a uma
mudanc¢a média de 1 aminodcido por
enzima mutante (Reetz, 1999). A van-
tagem de tal processo é que pode ser
realizado rapidamente envolvendo
qualquer proteina, mesmo sem o
conhecimento preciso de sua estru-
tura (Zhang et al, 1997 e Jaeger e
Reetz, 2000).

2.2.3. Embaralbamento de DNA
(DNA sbuffling)

Este poderoso processo de evo-
lucao dirigida, que gera diversidade
porrecombinacio, é baseado na com-
binacio de mutacdes uteis de genes
individuais. Bibliotecas de genes qui-
méricos podem ser geradas por frag-
mentagio aleatéria de um gene, se-
guido por recombinacio dos frag-
mentos em uma reacio de PCR
(Crameri, 1998).

O embaralhamento de DNA
combinado com uma selec¢ao para a
atividade pode acelerar a evolucdo
dirigida das caracteristicas deseja-
das. Nesta técnica, a diversidade é
introduzida a partir de uma bibliote-
ca de mutagdes pontuais aleatérias
(Christians et al, 1999). Os genes
selecionados podem ser submetidos
a mais ciclos de mutac¢des (reemba-
ralhamento) e melhorarainda maisa
sua mutac¢ido benéfica original
(Stemmer, 1994a) simulando de for-
ma acelerada, o processo natural de
recombinacio sexual (Christians et
al, 1999).

A técnica consiste basicamente
na fragmentacio de um gene com
diferentes mutagdes pontuais por
DNAse I. A recombinac¢io dos frag-
mentos aleatoriamente resulta em
moldes trocados e recombinados. Um
gene recombinante contendo 4
“crossovers” pode ser selecionado da
biblioteca de recombinantes basea-
do na fun¢io melhorada. O conjunto
selecionado promove o ponto de
partida para outro ciclo de mutagdes
e recombinacdes. Este processo iso-

lado causa um baixo nimero de
mutagdes pontuais, mas se for dese-
jado, mutacdes adicionais podem ser
incorporadas por PCR mutagénico
ou mutagénese por UV no “pool” de
genes (Stemmer, 1994a).

A técnica de embaralhamento
pode ser realizada com mutantes do
mesmo gene e também com genes
homodlogos de diferentes espécies
(family shuffling) (Reetz e Jaeger,
1999). Esta recente adapta¢io permi-
te que duas ou mais seqiiéncias que
ocorram naturalmente sejam usadas
como material genético iniciador.
Neste método, genes similares sio
misturados, fragmentados aleatoria-
mente e recombinados sob condi-
¢oes que permitam o anelamento e a
extensdo de fitas complementares
nao idénticas (Christians et al, 1999).
A recombina¢do que ocorre nesta
técnica é causada pela incorporagio
de um fragmento derivado de uma
sequiéncia dentro de outra, baseado
na homologia.

Anilises evolutivas de familias
de enzimas sugerem que mudancas
drasticas na funcio da enzima exi-
gem uma considerdvel mudancga na
seqiiéncia de aminodcidos de um
polipeptideo. Tais mudangas prova-
velmente ndo ocorrem durante o pro-
cesso de evolugao in vitro,no qual as
enzimas sio principalmente melho-
radas por mutacdes de ponto com
uma tendéncia a transicoes e
transversoes limitando o acesso a um
amplo espectro de substitui¢des. Em
contraste, a muta¢io natural, tipica-
mente resultante de recombinacio
sexual ou homodloga, gera delec¢oes,
inser¢des, duplicagdes ou fusdes.
Neste ultimo processo, tais muta-
¢oes alteram o espacamento entre
os residuos de aminodcidos e seg-
mentos de cadeias de polipeptideos
e pode resultar em mudangas na
especificidade e novas atividades
cataliticas (Chen, 2001).

“Screening” e Sele¢io: Grandes
bibliotecas de mais de 10*° genes
mutantes podem facilmente ser cri-
adas usando as técnicas acima. Por-
tanto, o desenvolvimento de um
sistema apropriado de sele¢io é de
importancia chave no processo de
evolugio dirigida de enzimas (Reetz,
1999). Selecdes efetivas, nas quais
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apenas aqueles clones carregando a
caracteristica desejada sobrevivam
ou crescam mais rdpido sdo raras
(Arnold e Volkov, 1999). No caso do
emprego de vetores (plasmidios), o
“screening” ¢é feito para obter os
mutantes que incorporaram o vetor
contendo o gene desejado. O vetor
geralmente carrega um gene para
resisténcia a algum antibidtico, por
isso utiliza-se o plaqueamento das
linhagens submetidas ao processo
de mutagénese em um meio conten-
do o antibidtico. As colbnias que
crescerem neste meio, certamente
incorporaram o vetor e podem ser
escolhidas para a préoxima etapa. Em
outros casos, a mutagao positiva
resulta em reparo de algum defeito
que poderd ser usado como ferra-
menta para a sele¢io. Por exemplo,
a recuperagio da habilidade de pro-
ducio de enzimas formadoras de
halos na placa de selecdo. A etapa
seguinte é a escolha de colonias que
tenhama caracteristica desejada, por
exemplo, o aumento na termoesta-
bilidade enzimatica. Assim, as
enzimas das colonias positivas no
“screening” serdo submetidas a tes-
tes de termoinativaciao a fim de se
isolar as colbnias produtoras de
enzimas termoestdveis.

2.3. Enzimas
termoestabilizadas por
estratégias moleculares

Akanuma et al (1998) introduzi-
ram o gene leuB (que codifica para a
3-isopropilmalato desidrogenase en-
volvida na biossintese de leucina) no
microrganismo termofilico Thermaus
thermophilususando técnicas de evo-
lucao dirigida de enzimas. Apés mu-
tacdono gene da enzima, eles obtive-
ram uma variante termoestivel. A
estabilidade térmica da enzima
mutante foi 10°C acima da observada
na enzima selvagem.

A técnica da evolugio dirigida
foi aplicada a kanamicina nucleoti-
diltransferase (KNTase), uma enzima
que confere resisténcia ao antibioti-
co kanamicina. Variantes desta
enzima apresentaram resisténcia a
kanamicina a uma temperatura de
63°C e foram produzidas por dois
ciclos seguidos de mutagdes resul-

tando em duas substitui¢cdes de ami-
nodcidos (Reetz e Jaeger, 1999).

Kikuchi et al (1999) aplicaram
esta técnica nos genes xyIE e nabH
que codificam para a enzima catecol
2,3-dioxigenase. Mais de 2000 clones
hibridos foram criados e posterior-
mente selecionados para estabilida-
de térmica. A melhor enzima quimé-
rica selecionada foi testada a 50°C e
a vida média foi de 70 min, muito
maior do que a enzima codificada
pelos genes selvagens xy/E (2,7min)
e nabH (5,4min).

Yang et al (2000) criaram um
mutante para o gene da subtilisina E
através da técnica de PCR mutagénico.
Anilises do sequienciamento revela-
ram apenas uma substitui¢io (A—G).
O tempo de vida médio da atividade
da enzima mutante, quando encubada
a 05°C, foi de aproximadamente 80
min enquanto que uma outra linha-
gem mutante (mutante original usado
no PCR mutagénico) e a linhagem
selvagem apresentaram um tempo de
13 e 15 min respectivamente.

Miyazaki et al (2000) usaram a
técnica de embaralhamento de DNA
em uma subtilisina S41 psicrofilica
com o objetivo de aumentar sua ter-
moestabilidade e atividade. Apés a
terceira geracio de bibliotecas cria-
das por PCR mutagénico, trés varian-
tes termoestdveis foram identifica-
das. Das trés, uma enzima mutante
em particular teve a maior atividade
residual apés incubacgio a 70°C. Esta
subtilisina S41 variante contém 7 subs-
tituicdes de aminoacidos, todas con-
tribuindo para o aumento da sua
termoestabilidade.

A temperatura otima da lipase
foi aumentada em até 15°C através
da mutagénese aleatérea utilizando a
técnica de PCR com tendéncia ao
erro (Kohno et al, 2001).

Utilizando-se da técnica de em-
baralhamento de DNA Hayashi et al.
(2001), obtiveram quimeras de B-
glucosidase com a termoestabilidade
aumentada ematé 16°C quando com-
paradas com a enzima original.

A evolugio dirigida foi também
usada para melhorar a termoestabi-
lidade da galactose oxidase (Sun et
al, 2001). Foi observado que as
enzimas mutantes obtidas, manti-
nham a atividade enzimdtica e a
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especificidade pelo substrato seme-
lhantes as da enzima selvagem, en-
tretanto, a termoestabilidade foi au-
mentada. O T, (temperatura na qual
as enzimas perdem 50% da sua ativi-
dade) foi aumentado para 67°C para
os dois mutantes mais termoestdveis
enquanto que a selvagem nio ultra-
passou 63°C.

Experimentos com a GA usam
na sua grande maioria a MSD como
ferramenta para a obteng¢ao de carac-
teristicas desejadas melhoradas, uma
boa revisdo neste assunto foi apre-
sentada por Ford (1999). Vdrias abor-
dagens preconizadas para estabiliza-
¢ido podem ser acessadas pela MSD,
como por exemplo, as substitui¢des
dos residuos flexiveis de glicina em
o-helices, substituicoes de seqiiénci-
as susceptiveis a desamidacdo e que-
bra Asn-Gly, alteracdes em ligacdes
frageis como Asp-X, introdugao de
prolina que reduz o nimero de con-
formacdes no estado desdobrado,
acréscimo cisteinas para aumentar o
numero de pontes dissulfetos, além
de combinacgdes destas abordagens
em mutantes multiplos etc. (Ford,
1999; Sauer, 2000).

Libby et al (1994) testaram o
efeito de delecdes de aminoacidos
na regido O-glicosilada da GA de
Aspergillus awamori. Foram feitas
delecdes para remover os residuos
de 466 a 512 (GAD), de 485 a 512
(GAID e de 466 a 483 (GAIID). Anali-
sando as fracoes intracelulares e
extracelulares, observou-se que a
regido deletada da GAIII afetou a
secrecdo enquanto que a delecio da
GAII contribuiu para a produgio e
uma estrutura estdvel da proteina.
Para todos os mutantes foram encon-
tradas atividades cataliticas similares
aselvagemindicando que as dele¢oes
nio afetaram o sitio catalitico.

Chen et al. (1994) substituiram
a sequiéncia susceptivel a desamida-
¢ido, Asn182-Gly, por Alal82-Gly, o
que resultou em decréscimo de 2,5
vezes na taxa de termoinativacao a
60 e 65°C.

O efeito da substitui¢ao de resi-
duos flexiveis de glicina por alanina
em quatro diferentes o-hélices na GA
de Aspergillus awamori foram estu-
dados (Chen et al, 1996). Substitui-
¢oes simples de Gly137 e Glyl39 e



no mutante multiplo contendo ambas
as mutagoes estabilizaram a GA con-
tra a termoinativagao irreversivel.

Com o objetivo de estudar o
papel das regides conservadas na GA
de Aspergillus awamori, Sierks et al
(1993) realizaram substitui¢des nos
residuosde Leul77, Trp178 e Asn182
por His, Arg e Ala, respectivamente.
Quando se substituiu Leul77 por His
houve um grande aumento na ener-
gia de ativa¢io para substratos com
ligacio o(1—4) e 0(1—6); na substi-
tuicio Trpl78 por Arg, a energia
aumentou para substratos com liga-
cdes a(1—06), mas ndo para o(1—4).
Estas substitui¢des indicaram que os
residuos de aminodcidos Leul77 e
Trp178 estao localizados no subsitio
1 e 2 respectivamente. Por outro
lado, a substituicio Asn182 por His
nio alterou os valores de energia de
ativacao para nenhum tipo de liga-
¢io do substrato, sugerindo que este
residuo ndo é crucial para o mecanis-
mo catalitico da GA.

Fiorobe et al. (1996) substitui-
ram Ala246 por Cys, criando mais
uma ponte dissulfeto entre este resi-
duo e o residuo Cys320. O mutante
apresentou maior atividade residual
e atividade catalitica por 15 minutos
comparado a linhagem selvagem.
Fiorobe et al. (1998) produziram um
mutante substituindo o Glu 400 por
Cys. A atividade do mutante, ap6s
oxidagdo da cisteina para acido
cisteinosulfinico, elevou a atividade
do mutante para 160% em relaciao a
linhagem selvagem. Entretanto, nio
houve ganho de termoestabilidade.

Uma ponte dissulfeto foi criada
substituindo Asn20 e Ala27 por Cys
na GA de Aspergillus awamori e
observou-se um aumento na termo-
estabilidade de 1,2 kJ/mol a 65°C (Li
et al, 1998).

Mutantes contendo prolina em
substitui¢io a varios aminoacidos fo-
ram estudados por Allen et al. (1998).
O maior sucesso com muta¢do sim-
ples foi obtido no mutante Ser30—Pro,
resultando em um aumento da ener-
gia livre de termoinativacao de 1,6 kJ/
mol a 65°C. Os autores ainda combi-
naram diferentes mutacdes termoes-
tdveis e obtiveram um triplo mutante
contendo Gly137—Ala, Ser30—Pro e
Asn20—Cys/Ala27—Cys que apresen-

tou aumento cumulativo de termoes-
tabilidade de 4,4 kJ/mol.

Estes experimentos, embora te-
nham como objetivo principal a me-
lhora em propriedades da enzima,
paralelamente desempenham um pa-
pel de extrema importincia, o de
elucidar as fungdes de inimeros seg-
mentos da cadeia polipeptidica da
proteina.

3. Conclusao e
perspectivas futuras

As técnicas de evolugio dirigida
disponiveis, associadas a considera-
coes tedricas e as vdrias experiéncias
relatadas de sucesso ou ndo, disponi-
veis na literatura, tém levado a uma
crescente selecio de mutacdes bem
sucedidas para termoestabilizacao da
GA. Todavia, este sucesso ainda nao
refletiu significativamente na produ-
cao de enzima industrialmente satis-
fatéria, deixando o campoainda aber-
to para novas experiéncias.

Os organismos atualmente dis-
poniveis para clonagem e expressio
da GA sao mesofilicos, criando difi-
culdades para a sele¢io de enzimas
mais termoestaveis. Além disso as
linhagens de E. coli utilizadas sdo
deficientes em glicosilacio e forma-
¢lo de pontes dissulfetos, essenciais
para a GA ativa. Pesquisas com
bacterias termofilicas e/ou bacterias
competentes para a clonagem e ex-
pressio da GA estruturalmente ativa,
podem ser alternativas vidveis para
reduzir tempo e manipulagio.

A maior parte das informacoes
sobre sequéncias de GA sio dos
fungos mesofilicos, A. niger e A.
awamori. Informacoes de seqiiénci-
as de GAs termoestaveis, seriam im-
portantes para orienta¢io racional de
desenhos de experimentos de evolu-
¢lo dirigida. Entretanto, poucas GAs
termoestaveis de fungos termofilicos
foram relatadas. Dentre estes estdo
Humicola grisea var. thermoidea
(Tosi et al. 1993), Aspergillus
fumigatus (Brandani e Peralta, 1998)
e Thermomyces lanuginosus (Li et al
1998). Informacgdes sobre seqiiéncias
genéticas sdo ainda mais raras. A
procura por novas fontes de GAs
termoestaveis, bem como informa-
¢oes sobre a proteina e seu gene

codificador sao um campo aberto e
com enormes perspectivas futuras.
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