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RESUMO

LIMA, V. A. Produgao de mutantes de Streptomyces clavuligerus nos genes lat,
cvm7P e rpoZ, e estudo de seus efeitos sobre a producgao de acido clavulanico.
2010. Tese (Doutorado). Programa de Pdés-Graduagdo em Engenharia Quimica.
Universidade Federal de Sédo Carlos UFSCar, Sao Carlos-SP. 2010.

A biologia molecular e a engenharia genética tém se desenvolvido muito nos ultimos
anos e varios protocolos foram estabelecidos, apresentando novas metodologias
capazes de alterar a genética de linhagens bacterianas de interesse industrial. O
presente estudo teve por objetivos principais: (1) a construcdo dos seguintes
plasmideos: pAlat, pAcmv7P, pAMB4 e pAMB3RpoZneo; (2) a produgcdo de
mutantes de Streptomyces clavuligerus por disrup¢cao génica, por insercdo de
plasmideo integrativo, e por replicagdo de plasmideo multi-copia em Streptomyces
clavuligerus por conjugacao bacteriana; (3) o estudo do efeito destas mutagdes na
producao de acido clavulanico e na atividade lipolitica. Na Espanha (Universidade de
Leodn), seis mutantes foram produzidos: Streptomyces clavuligerus Alat::apr,
Streptomyces clavuligerus Acvm7P::ineo, Streptomyces clavuligerus Alat::apr
Acvm7P::neo, Streptomyces clavuligerus pRAneoZ, Streptomyces clavuligerus
pAMB4 e Streptomyces clavuligerus pAMB3RpoZneo. Em Ledn, as fermentacgdes
foram realizadas com o meio de cultura SA e somente com os mutantes
Streptomyces clavuligerus Alat::apr e Streptomyces clavuligerus pRAneoZ. Nestas
fermentagdes ndo houve diferenga estatistica significativa ao nivel de 5% de
significancia, pela analise de varianica (ANOVA). No Brasil, as fermentagbes com
todos os mutantes no meio de cultura a base de déleo e farinha de soja, mostraram
um padrao diferenciado na producdo de acido clavulanico. Os mutantes
Streptomyces clavuligerus pRAneoZ e Streptomyces clavuligerus pPAMB3RpoZneo
apresentaram titulos de acido clavulanico superiores quando comparados com a
linhagem selvagem (o = 5%). O duplo mutante Streptomyces clavuligerus Alat::apr
Acvm7P::neo, ao contrario do esperado, apresentou os niveis mais baixos de acido
clavulanico e em relacédo a sua linhagem parental. Os mutantes Streptomyces
clavuligerus pRAneoZ e o mutante controle Streptomyces clavuligerus pAMB4,
apresentaram a maior atividade lipolitica ao nivel de 5% de significancia. O duplo
mutante por sua vez, apresentou as menores atividades lipoliticas. Uma relacao
direta entre os niveis de acido clavulanico e a producdo de lipase foi observada.
Todos os mutantes produzidos neste trabalho poderiam ser fermentados em
biorreator de bancada para se avaliar os niveis de producédo de acido clavulanico e
de lipase. A construgdo de um novo duplo mutante denominado, Streptomyces
clavuligerus pAlat::apr RpoZneo, a partir dos existentes, poderia ser de grande
interesse para investigar esta nova combinagdo de mutagdo na produgao de acido
clavulanico e na atividade lipolitica.

Palavras-chave: plasmideos; integrativo; replicativo;  Escherichia  coli
ET12567[PUZ8002]; conjugacdo; conjugantes; fermentagado; lipase; atividade
lipolitica; biotecnologia de microrganismos.
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ABSTRACT

LIMA, V. A. Production of Streptomyces clavuligerus mutants in the genes /at,
cvm7P and rpoZ, and study their effects on acid production clavulanic. 2010.
Thesis (Doctorade.). Graduate Program in Chemical Engineering. Federal University
of Sao Carlos UFSCar, Sao Carlos-SP. 2010.

Molecular biology and genetic engineering have been deployed widely in
recent years, several protocols have been established, presenting new
methodologies capable of altering the genetics of bacterial strains
industrial interest. This research had as main objectives: (1) the construction of the
following plasmids: pAlat, pAMB4 and pAMB3RpoZneo, (2) the production of
Streptomyces clavuligerus mutants by gene disruption, by insertion of plasmid
integrative, and by replication of multi-copy plasmid in Streptomyces clavuligerus by
conjugation and (3) study the effect of these mutations on clavulanic acid production
and lipolytic activity. In Spain (University of Leon), six mutants Streptomyces
clauligerus Alat::apr, Streptomyces clavuligerus cvm7P::neo, Streptomyces
clauligerus AlLat::apr Acvm7P:neo, Streptomyces clavuligerus pRAneoZ,
Streptomyces clavuligerus pAMB4 and Streptomyces clavuligerus pAMB3RpoZneo
were produced. In Leon, the fermentations were performed with the SA culture
medium and only with the mutants Streptomyces clavuligerus Alat::apr and
Streptomyces clavuligerus pRAneoZ. In this case, there was no statistically
significant difference at 5% probability by analysis of variance (ANOVA). In Brazil, the
fermentations with all mutants in the culture medium-based oil and soybean meal,
showed a different pattern in the production of clavulanic acid. The mutants
Streptomyces clavuligerus pAMB3RpoZneo and Streptomyces clavuligerus pRAneoZ
(o0 = 5%) showed clavulanic acid titles higher when compared with the wild type. The
double mutant Streptomyces clavuligerus Alat::apr Acvm7P::neo, contrary to
expectations, showed the lowest levels of clavulanic acid in relation to its parental
strain. Streptomyces clavuligerus pRAneoZ mutant and the mutant Streptomyces
clavuligerus pAMB4 control, showed the highest lipolytic activity at 5% probability.
The double mutant in turn, had the lowest lipolytic activities. A direct relationship
between levels of clavulanic acid and lipase production was observed. All mutants
produced in this work could be fermented into bioreactor to assess production levels
of clavulanic acid and lipase. The construction of a new double mutant named
Streptomyces clavuligerus Alat::apr RpoZneo from existing ones mutant could be of
great interest to investigate this new combination of mutations on clavulanic acid
production and lipolytic activity.

Key-words: plasmids; integrative; replicative; Escherichia coli ET12567[PUZ8002];
conjugation; exconjugants; fermentation; lipase; lipolytic activity; microbial
biotechnology.
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pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6 digerido com Xhol, colunas P4-P6 plasmideo
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Figura 13. Analise eletroforética das digestdes dos plasmideos pULJP37-
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Figura 15. Analise eletroforética das digestdes dos plasmideos pSK-CPL1-2.
Gel de agarose 0,8% mostrando a anadlise de restricdo do vetor pSK-CPL1-2
com a digestdo da enzima Notl. M1 = Marcador molecular Auingn, M2 =
Marcador molecular Ayg, P1-P17 = plasmideo pSK-CPL1-2 digerido com Notl.
As bandas especificas dos fragmentos génicos e do plasmideo estdo
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Figura 16. Analise eletroforética das digestées dos plasmideos pSK-CPL7-8.
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com a digestdao dupla das enzimas EcoRV/Pstl. M1 = Marcador molecular
Atingn, M2 = Marcador molecular Ayg, P1-P16 = plasmideo pSK-CPL7-8
digeridos com EcoRV/Pstl. As bandas especificas dos fragmentos génicos e do

plasmideo estao representadas pelas setas e seus respectivos tamanhos............

Figura 17. Analise eletroforética das digestdes dos plasmideos pSK-CPL1-2-
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CPL1-2-CPL7-8 com a digestdo dupla das enzimas EcoRV/Pstl. M1 =
Marcador molecular Ayg, M2 = Marcador molecular Auingni, P1-P18 = plasmideo
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Figura 18. Analise eletroforética das digestdes dos plasmideos pSK-CPL1-2-
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Figura 19. Analise eletroforética das digestdes dos plasmideos pSK-CPL1-2-
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1. INTRODUGCAO

O acido clavulanico é um potente inibidor de beta-lactamase (HODGSON et
al., 1995) e é produzido naturalmente por Streptomyces clavuligerus. Esta molécula
de interesse farmacéutico € capaz de inibir uma grande variedade de B-lactamases
comumente encontradas em microrganismos resistentes a penicilinas e
cefalosporinas (READING e COLE, 1977). Atualmente este inibidor é utilizado em
combinagdao com antibidticos, para tratamentos de infecgdes bacterianas. A agao do
acido clavulanico na forma de clavulanato estende o espectro do antibiético,
abrangendo uma variedade maior de microrganismos, incluindo aqueles resistentes

a outros antibiéticos B-lactamicos.

Por esta razdo, existe grande interesse neste produto e inumeros trabalhos
cientificos tém sido realizados no sentido de aumentar os titulos de &cido
clavulanico. Dois tipos basicos de trabalhos tém sido realizados: uma linha de
pesquisa visa melhorar as condi¢gdes de cultivo de Streptomyces clavuligerus, seja
por parametros fisico-quimicos, ou pelos nutrientes existentes no meio de cultura
(DEVI, et al., 2000; CHEN-KUO, et al., 2003; WANG, et al., 2005; MARANESI et al.,
2005; TEODORQO, et al., 2006; ORTIZ, et al., 2007). A outra linha de pesquisa visa a
manipulacdo do DNA da linhagem selvagem de Streptomyces clavuligerus para se

alcancar uma maior producgao de acido clavulanico e de cefamicina C.

Streptomyces clavuligerus produz além do acido clavulanico um antibiético
B-lactamico, a cefamicina C. A produgéo de cefamicina C em S. clavuligerus ocorre

em paralelo com a de acido clavulanico. Os genes biossintéticos para ambos os



compostos estdo adjacentes no genoma formando um superaglomerado de cerca de

60 kb.

A via biossintética que conduz ao acido clavulanico esta bem compreendida
atualmente. O trecho até a producdo do acido clavaminico € compartilhado para a
biossintese das clavamas 5S. Porém, a partir deste ponto, pouco se sabe sobre os
passos finais que conduzem a biossintese especificamente, dessas clavamas 5S.

A biologia molecular e a engenharia genética tém se desenvolvido muito nos
ultimos anos e varios protocolos foram estabelecidos, apresentando novas
metodologias capazes de alterar a genética de linhagens bacterianas de interesse
comercial. Com o conhecimento de elementos chaves nos processos fermentativos
e na sintese de metabdlitos secundarios, tais como: a clonagem e a disrupgao
génica (JIN, et al., 2004; FUENTE, et al., 2002; PARADKAR, et al., 2001; TRINH-
VIET, et al.,, 2007; TAHLAN, et al., 2007; LI e TOWNSEND, et al., 2006) e a
duplicacao/insercéo de genes alvos, tém sido possivel aumentar os titulos de certos
metabdlitos secundarios (BALTZ, 2001). Estes trabalhos baseiam-se na construgao
de plasmideos recombinantes, os quais sdo inseridos em Escherichia coli e
posteriormente transferidos para Streptomyces clavuligerus por meio de conjugagao
bacteriana. Nos mutantes construidos se investiga os efeitos destas mutagbes nas

rotas biossintéticas de interesse.

A conexao entre replicacdo e a propagagcao de uma unidade genética é
fornecida pela conjugacdo bacteriana, na qual um genoma plasmidial ou
cromossomo hospedeiro é transferido de uma bactéria para outra. As bactérias
conjugantes sao inicialmente conectadas quando fimbrias da doadora estabelecem

contato com a bactéria receptora. Estes sdo os principios basicos para a



transferéncia de um plasmideo, preceito este utilizado pela engenharia genética para

a construcdo de mutantes.

Nesta linha de pesquisa, dois grandes grupos de pesquisas sobre a genética
dos metabdlitos secundarios em Streptomyces clavuligerus podem ser citados; um
grupo liderado pelos professores Dra. Paloma Liras e Dr. Juan Francisco Martin, na
Univesidade de Ledn — Espanha, e outro grupo liderado pela Dra. Susan E. Jensen,
na Universidade de Alberta, no Canada. Existem também outros pesquisadores
distribuidos, por exemplo, na Inglaterra, nos Estados Unidos e no Japdo, que
contribuem para o entendimento da producéo de acido clavulanico, de cefamicina C
e de outras substancias com atividade bioldgica provenientes de espécies de

Streptomyces.

O grupo de pesquisa liderado pela professora Dra. Paloma Liras sempre
investigou os mecanismos implicados na genética de Strepomyces (PEREZ-
LLARENA, et al., 1998; PEREZ-REDONDO, et al., 1998; LIRAS, P., 1999; PEREZ-
REDONDO, et al., 1999; RODRIGUEZ-GARCIA, et al., 2000; LIRAS, P. e
RODRIGUEZ-GARCIA, A., 2000; MELLADO, et al., 2002; GOMEZ-ESCRIBANO, et
al., 2008; LIRAS, et al., 2008). Estas referéncias mostram alguns de seus trabalhos
no estudo dos genes biossintéticos e reguladores envolvidos na produgao de acido
clavulanico e de cefamicina C. Foi inserido neste grupo e nesta linha de pesquisa

que o presente estudo foi desenvolvido.

Portanto, € de grande interesse determinar se a elaboracdo dos distintos

mutantes teria efeitos benéficos sobre a produtividade de acido clavulanico.



1.1 Objetivos

Objetivo geral:

O presente estudo teve como objetivo principal a construgdo de mutantes de

Streptomyces clavuligerus para estudo do efeito das mutagdes induzidas na

producao de acido clavulanico e na atividade lipolitica.

Objetivos especificos:

A pesquisa teve como objetivos especificos:

Vi.

Vii.

viii.

Construgdo dos plasmideos recombinantes; pJP37-acc(3)IV-CPL5-6-
plJ699, pSKCPL1-2neoCPL7-8Hig, pAMB4 e pAMB3RpoZneo;
Interrupcédo do gene /at da rota biossintética da cefamicina C por
disrupgao génica e pelo evento de recombinagdo homologa em dois
pontos;

Interrupgé@o do gene cvm7P da rota biossintética das clavamas 5S por
disrupgao génica e pelo evento de recombinagdo homologa em dois
pontos;

Insercdo de uma copia do gene rpoZ de Streptomyces coelicolor em
Streptomyces clavuligerus por integragao gendmica;

Inser¢ao de varias copias do gene rpoZ de Streptomyces coelicolor em
Streptomyces clavuligerus por replicagdo autbnoma;

Producédo dos mutantes da linhagem selvagem de Stretomyces
clavuligerus por conjugacao bacteriana;

Cultivo das linhagens selvagem e mutantes em incubadora rotatéria;
Avaliagcdo da producdo de acido clavulanico no caldo fermentativo dos

cultivos das linhagens, selvagem e mutantes;



Avaliacao da producéao de lipase no caldo fermentativo dos cultivos das
linhagens, selvagem e mutantes;
Avaliacdo das produgdes de acido clavulanico e de lipase por meio das

analises estatisticas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Classificagao de Streptomyces clavuligerus

Streptomyces clavuligerus € um actinomiceto com uma alta porcentagem de
G+C em seu DNA (CHATER e HOPWOOD, 1993). Sua classificagao esta baseada
em caracteristicas morfolégicas, quimicas, nutricionais ou fisiolégicas (WILLIAMS et
al., 1983a; 1983b), e na sequéncia dos genes de RNAr 16S (STACKEBRANDT et
al., 1992; RAGHAVA et al., 2000). A atual taxonomia do género Streptomyces é a

seguinte (GARRITY et al., 2004):

Dominio Bacteria; Filo B XIV “Actinobacteria”; Clase | Actinobacteria; Subclasse V
Actinobacteridae; Ordem | Actinomycetales; Subordem XIV Streptomycineae;

Familia | Streptomycetaceae; Género | Streptomyces.

Os microrganismos do género Streptomyces sao aerobios restritos, que
desenvolvem micélio estavel formado por filamentos ramificados chamados hifas, e
que formam grandes cadeias de esporos nos extremos das hifas aéreas

(LECHEVALIER, 1989).

2.1.1 Ciclo de vida de Streptomyces

Streptomyces possuem um ciclo de vida muito complexo. Os esporos,
resistentes a condi¢des climaticas adversas, estdo normalmente presentes no solo.
Quando as condi¢gdes ambientais proporcionam a umidade e nutrientes necessarios,

0s esporos germinam utilizando a energia proporcionada pelo principal componente



do esporo, o dissacarideo trealose. A germinagao termina com o inicio da formagao
de um filamento, que requer fontes de carbono e nitrogénio disponiveis como
suprimentos (ESCRIBANO, 2006). O crescimento ocorre a partir da ponta dos
filamentos, sendo freqientemente acompanhado pela formagao das ramificacoes,
de modo que a fase vegetativa consiste em uma matriz complexa, fortemente
entrelagada, originando um micélio compacto e convoluto e, subseqlientemente uma
colénia (KELEMEN e BUTTNER, 1998). A medida que a colénia envelhece, formam-
se filamentos aéreos caracteristicos, denominado esporéforos, que se projetam
acima da superficie da colénia. Os esporos dos Streptomicetos sao produzidos pela
formagdo de paredes transversais no esporoforo multinucleado, seguido pela

separacgéo das células individuais, na forma de esporos (FLARDH, 2003).

2.2 Streptomyces como produtor de metabdlitos secundarios

Os actinomicetos produzem ao redor de 61% de todos os metabolitos
secundarios conhecidos (KIESER et al., 2000), dos quais 70 a 80% sao produzidos
por espécies do género Streptomyces (ESCRIBANO, 2006). Os metabdlitos
secundarios sao compostos nao essenciais para o crescimento e sobrevivéncia do
organismo, mostram uma grande diversidade de estruturas quimicas complexas e
sao tipicamente produzidos depois de entrar em fase estacionaria de crescimento
(MARTIN; DEMAIN, 1980). A iniciacdo da formagdo do micélio aéreo em cultivos
solidos coincide com a producgao de diversos metabdlitos secundarios, de modo que
ambos os processos estdo associados (CHATER e MERRICK, 1979; CHALLIS e
HOPWOOD, 2003). Apesar disso, Streptomyces coelicolor € 0 microrganismo em

gue 0s mecanismos reguladores comuns foram mais estudados, e se conhece, por



exemplo, que os mutantes bld ndo sdo capazes de desenvolver hifas aéreas e que
estdo alterados também na biossintese de actinorrodina, undecilprodigiosina,
metilenomicina e um antibiético dependente de calcio (CHAMPNESS, 1988). Os
metabdlitos secundarios produzidos por Streptomyces incluem sider6foros, agentes
antitumorais, promotores de crescimento de plantas, herbicidas, imunosupressores e
antibioticos (KIESER et al., 2000). A maioria destes metabdlitos secundarios tem
uma atividade antibiética, de modo que 66% de todos os antibiéticos conhecidos sao

produzidos por actinomicetos.

2.3 Antibidticos beta-lactamicos e acido clavulanico produzidos por
Streptomyces clavuligerus

Antibidticos beta-lactdmicos sao produzidos por fungos filamentosos e
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (BRAKHAGE, 2005). Streptomyces
clavuligerus produz o antibidtico beta-lactamico cefamicina C (CefC), isopenicilina N
e o inibidor da enzima beta-lactamase, o acido clavulanico (AC) (WANG et al., 2005;
SANTAMARTA, 2002), entre outros compostos bioativos. Desses compostos, 0 mais
conhecido € o acido clavulanico, que possui baixa atividade antibidtica, mas € um
potente inibidor da beta-lactamase. Devido a esta caracteristica de inibicdo da beta-
lactamase, o AC é usado clinicamente em combinagdo com antibidticos beta-
lactdmicos convencionais no tratamento de infecgdes causadas por bactérias que
sdo resistentes a estes antibidticos. “Augmentin”, uma mistura de amoxicilina e AC, é
o medicamento mais amplamente prescrito para essas combinag¢des, com valor de
mercado que ultrapassa um bilhdo de délares anualmente (PARADKAR et al., 2001).

A versdo brasileira deste tipo de medicamento é o Clavulin®, o qual é uma



combinagao de 500 mg de amoxicilina e 125 mg de acido clavulanico na forma de
clavulanato de potassio (GlaxoSmithKline do Brasil Ltda).

Acido clavulanico possui uma estrutura clavama e uma caracteristica
estereoquimica 3R, 5R; essencial para a agdo como uma molécula inibitéria das -
lactamases. O nucleo (figura 1) do anel assemelha-se aos das penicilinas, mas o
anel de cinco membros (anel oxazolidino) tem um atomo oxigénio ao invés de um
atomo de enxofre e uma cadeia lateral C-6 acilamina, ausente nas penicilinas

(LIRAS e RODRIGUEZ-GARCIA, 2000).

I
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Figura 1. Estrutura do acido clavulanico (LIRAS e RODRIGUEZ-GARCIA, 2000).
O anel de quatro membros a esquerda é denominado beta-lactamico e o anel
de cinco membros a direita € chamado de oxazolidino.

Acido clavulanico inibe a maioria das classes de B-lactamases (grupos 2a,
2b, 2b’, 2c, 2e da classificacdo proposta por BUSH (1989a, b), e as hidrolases
cloxacillina enzimas da classe D (grupo 2d), mas é pouco ativo contra as
cefalosporinas de classe C (grupo 1) e inativas contra metaloenzimas dependentes
de zinco, classe B (grupo 3) ou penicilinases cromossomais do grupo 4 (BUSH
1989a, b). O Acido clavulanico liga-se irreversivelmente ao grupo hidroxil serina do
centro ativo das beta-lactamases, produzindo um intermediario estavel e resultando

na inativagao da enzima.
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2.4 Precursores e biosintese de acido clavulanico

Ornitina e arginina exercem uma estimulagdo concentragdo-dependente na
biossintese de acido clavulanico (ROMERO et al, 1986) e ambos amino-acidos s&o
eficientemente incorporados na molécula de acido clavulanico (TOWNSEND e HO,
1985b; ROMERQO et al. 1986). A incorporagéo ocorre nos carbonos C-2 e C-3, e C-8,
C-9 e C10. Estudos com mutantes bloqueados nos genes argF e argG,
demonstraram que a arginina é o precursor direto do acido clavulanico (LIRAS e

RODRIGUES-GARCIA, 2000).

Outro precursor direto da biossintese de AC é o glicerol. Romero et al.
(1984) estudaram o papel do glicerol na biossintese de AC por S. clavuligerus.
Glicerol marcado, glicerato, propionato e B-hidroxipropionato sdo incorporados nos
carbonos C-5, C-6 e C-7 da molécula do acido clavulanico (ELSON e OLIVER, 1978;

GUTMAN et al. 1985; TOWNSEND e HO, 1985a).

A rota biossintética de acido clavulanico estda sendo cada vez mais
compreendida, através do isolamentos de compostos intermediarios, pela
purificacdo e caracterizagdo de enzimas e por estudos genéticos (LIRAS e
RODRIGUEZ-GARCIA, 2000). Primeiramente, a formacdo de N?-(2-
carboxietilarginina) (CEA) ocorre pela condensag¢ao no carbono 3 (C-3) do derivado
do piruvato com uma molécula de arginina (PEREZ-REDONDO et al., 1999). Esta
reacao enzimatica requer Pyc, produto protéico do gene chamado pyc (para a
conversao do piruvato), localizado a montante do gene bls no cluster de genes do

acido clavulanico de Streptomyces clavuligerus. O gene pyc codifica uma proteina
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de 582 aminoacidos com dominio que reconhece piruvato e pirofosfato tiamina e que
mostra 29,9% de identidade a acetohidroxiacido sintases. A disrupgdo da ORF10
resulta na completa falta da producéo de AC e de clavamas (JENSEN, et al., 2000).
A ORF10 é codificada pelo gene cyp, esta envolvida na biossintese de AC e seu
papel ainda nao foi claramente elucidado. Li et al. (2000) sugerem que esta ORF
esta relacionada com complexas reacdes oxidativas entre o acido clavaminico e

clavaldeido.

Os genes que codificam as enzimas responsaveis pela biossintese do AC
estdo na forma de cluster e sdo chamados de super cluster beta-lactamico. Em S.
clavuligerus os agrupamentos das biossinteses de cefamicina C (figura 2A) e de
acido clavulanico (figura 2B) se encontram vizinhos no cromossomo (WARD e
HODGSON, 1993). As informacbes referentes a ambos agrupamentos estdo
amplamente revisadas (LIRAS, 1999; RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2000). Ha
também um cluster génico paralogo (figura 2C) em S. clavuligerus, neste cluster
estdo organizados os genes ceaS17, bls1, pah1 e oat1. Todo gene designado pelo
indice 1 se refere a este cluster paralogo e todos os genes designados pelo indice 2
referem-se propriamente ao cluster de genes do acido clavulanico (TAHLAN et al.,

2004).
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Figura 2. (A) Organizacao do agrupamento de genes de cefamicina C, (B) acido
clavulanico, (C) paralogos de acido clavulanico e (D) clavamas. Nota-se que os
genes pcbR e ceaS2 estdao incluidos em A e B para indicar que ambos
agrupamentos sao adjacentes. Os tamanhos dos genes nao estao em escala
(TAHLAN et al. 2004).

O acido clavulanico é sintetizado pela via (figura 3) que se inicia com a
condensagdo do gliceraldeiro-3-fosfato com L-arginina para formar N-(2-
carboxietilarginina) (CEA) e sucessivamente o acido deoxiguanidinoproclavaminico

(DGPC), que foram identificados por Elson e colaboradores (1993).
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Figura 3. Rota biossintética para acido clavulanico e clavamas. Os passos
entre acido N-glycylclavaminic e clavaldeido, ou entre acido clavaminico e 2-
carboximetilodenemclavama, ainda sao desconhecidos. A formagao
sequencial das diferentes clavamas pode ser deduzida dos produtos formados
pelos diferentes mutantes, mas nao ha conhecimento das enzimas envolvidas
(LIRAS et al., 2008).

A conversao de CEA para DGPC é feita pela enzima BLS, denominada de

beta-lactamica sintetase (BACHMANN et al., 1998), a qual é codificada
separadamente por dois genes, bls1 e bls2. Esta enzima forma uma ligagao amidica

na molécula de CEA, fechando o anel beta-lactamico, na presenca de ATP e Mg*2.

O &cido proclavaminico deoxiguanidino utilizado como substrato pela enzima

clavaminato sintase (CAS), € convertido em acido guanidino proclavaminico (ELSON
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et al. 1987; TAHALAN et al., 2004). A purificagao de CAS até a homogeneidade
mostrou que a atividade desta enzima esta associada a dois polipeptideos de 46 e
47 kDa, CAS1 e CAS2 (SALOWE et al.,, 1990), e que uma delas inicialmente é
responsavel pela degradacdo do produto. O alinhamento de cas? e cas2 indicam
que ha 87% de identidade nos nucleotideos, e sua homologia € mais extensiva entre
a porgcao central dos genes e mais variavel préoximo dos C- e N-terminais. As
isoenzimas sao 82% idénticas em seus amino-acidos (MARSH et al.,1992). O
proximo passo da rota metabdlica € indicado pela acdo de proclavaminato
amidinohidrolase, PAH, codificada pelos genes pah1 e pah2 (JENSEN et al., 2004),
que hidrolisam o &cido guanidino proclavaminico para formar o acido
proclavaminico. A proteina codificada por pah assemelha-se fortemente a
amidinotransferases e requerem manganés (Mn*?) para sua atividade. O valor de K,
para a conversao do acido guanidino proclavaminico ao acido proclavaminico € 50-
100 vezes maior que o K, de CAS2, sugerindo que esta etapa é critica para a
completa acdo de CAS2, e deve ser limitante para a biosintese do acido clavulanico
(WU et al., 1995). A conversao de acido proclavaminico a acido clavaminico requer

novamente CAS2.

Recentemente, Arulanantham et al. (2006) descreveram que o acido
clavaminico se condensa com a glicina através da enzima codificada por orf17
(GCAS) para formar o acido N-glicilclavaminico. Os passos intermediarios entre o
acido N-glicilclavaminico e o clavulanato-9-aldeido (clavaldeido), o ultimo
intermediario isolado da rota biossintética, ainda ndo sdo conhecidos, mas a
transformacgao implica na conversédo estereoquimica para obter a conformacao 3R,

5R.
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Finalmente, o clavulanato-9-aldeido, através de uma enzima redutase
dependente de NADPH, a clavulanato-9-aldeido redutase (CAR), se transforma em
acido clavulanico. A enzima CAR é também chamada de &acido clavulanico
desidrogenase (CAD) (NICHOLSON et al., 1994), codificada pelo gene car,
localizado cerca de 4 kb a jusante do gene cas2 (PEREZ-REDONDO et al., 1998).
CAR é uma proteina citocromo P450 que parece ser essencial para a produgcao de

acido clavulanico.

2.5 Biossintese de cefamicina C

Streptomyces clavuligerus produz cefamicina C, um antibidtico beta-
lactamico, que age inibindo a biossintese de peptideoglicano por interagdo com as
transpeptidases da parede celular (NAGARAJAN et al., 1971). A cefamicina C € uma
molécula de cefalosporina (WHITNEY et al.,, 1972) e sua produgdo em S.
clavuligerus ocorre em paralelo com a do acido clavulanico (LIRAS et al., 2008). Sua
biossintese compartilha alguns passos com a rota biossintética (figura 4) de

formagao de penicilinas e cefalosporinas (AHARONWITZ et al., 1992).
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Lisina
/ Lisina e-aminotransferase (lat)
1-piperideina-6-fosato

Piperideina-6-carboxilato desidrogenase
(P6C-DH) (pcd)

Cisteina + Valina + acido a-aminoadipico

\ ACYV sintetase (pcbAB)

ACV tripeptideo
\ Isopenicilina N sintase (pcbC)

Isopenicilina N

Aciltransferase (PGAV \ Isopenicilina N epimerase (cefD)

Penicilina N

Penicilina G \ DAOC sintase (cefE)

Deacetoxicefalosporina C

\ DAOC hidrolase (cefF)

Deacetilcefalosporina C

DAC acetiltransferase (cefG) \ O-carbomoil transferase (cmcH)
O-carbamoil-DAC

Cefalosporina-7-o-hidroxilase (cmcl)
Cefalosporina C

7-0-hidroxi-OCDAC

\ Metiltransferase (cmcJ)

Cefamicina C

Figura 4. Rota biossintética para a produgao de cefamicina C. Em parénteses
nomes dos genes que codificam suas correspondentes enzimas (LIRAS, 1999).
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A biossintese da cefamicina C comeca com a conversao da L-lisina a 1-
piperideina-6-carboxilato catalisada pela enzima lisina e-aminotransferase (LAT, EC
2.6.1.36), em actinomicetos produtores de compostos B-lactamicos. A clonagem de
fragmentos de restricdo de Streptomyces clavuligerus, em Streptomyces lividans,
microrganismo nao produtor de CefC levou a producdo de LAT neste ultimo
hospedeiro. O gene /at esta localizado a montante do gene pcbAB, localizado no
cluster do gene da cefamicina C em Streptomyces clavuligerus. O sequenciamento
de fragmentos de DNA quando digeridos por enzimas de restricdo contendo o
putativo gene /at, revelou uma unica ORF, que codifica um polipeptideo com massa
(M;) aproximadamente de 49.000 (TOBIN et al. 1991). A molécula de 1-Piperideina-
6-carboxilato é entdo desidrogenada para formar o acido a-aminoadipico pela
enzima piperideina-6-carboxilato desidrogenase (P6C-DH), codificada pela ORF13
(gene pcd). A ORF13 codifica uma proteina de 496 aminoacidos (de peso molecular
MW 52.488) com uma sequéncia N-terminal de aminoacido idéntica de piperideina-
6-carboxilato desidrogenase. O acido L-o-aminoadipico formado € o precursor da
cefamicina C. A estrutura basica do nucleo beta-lactamico é formada por trés
aminoacidos: acido L-o-aminoadipico, L-cisteina e L-valina, os quais sédo ativados
com ATP e ligados para formar o tripeptideo 6-(L-o-aminoadipil-L-cisteina-D-valina)
(ACV). A enzima multifuncional responsavel por este passo, ACV sintase, é
codificada pelo gene pcbAB. O tripeptideo ACV é ciclizado pela ACV ciclase
(também chamada de isopenicilina N sintase) codificada pelo gene pcbhC, para
formar isopenicilina N, um composto beta-lactamico com baixa atividade antibiotica
(LIRAS, 1999). A cadeia lateral L-oi-aminoadipil da isopenicilina N é isomerada para
a configuragédo D pela isopenicilina N isomerase, uma enzima codificada pelo gene

cefD, para formar a penicilina N. O anel tiazolidina de cinco membros da penicilina N
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€ entdo expandido ao anel diidrotiazinico de seis membros, o qual é comum a todas
as cefalosporinas. A enzima responsavel por esta reacao € a penicilina N expandase
(também chamada de deacetoxicefalosporina C sintase), a qual é codificada pelo
gene cefE. A molécula da deacetoxicefalosporina C formada, € hidroxilada no
carbono C-3’ pela enzima deacetoxicefalosporina C hidroxilase, codificada pelo gene
cefF, para formar a deacetilcefalosporina C, o precursor imediato da cefalosporina C
(LIRAS, 1999). Na cefamicina C de S. clavuligerus, o grupo hidroxila do carbono C-3’
€ carbamoilatado pela deacetilcefalosporina C O-carboiltransferase, codificada pelo
gene cmcH. Os dois ultimos genes da rota biossintética da cefamicina C sdo: cmcl e
cmcd. Estes genes correspondem as ORF7 e ORF8, respectivamente, do cluster
génico de cefamicina C de Nocardia lactamdurans. As enzimas codificadas por estes
genes convertem a cefalosporina C em 7-metoxicefalosporina, sendo portanto,
responsaveis por reagdes de metoxilagdo. As proteinas P7 e P8 (produtos das
ORF7 e ORF8, respectivamente, expressadas em Streptomyces lividans) introduzem
o grupo metoxil no carbono C-7 do nucleo da molécula de O-carbamoil-DAC
(COQUE et al., 1995). A ORF7 com 711 pb, codifica uma proteina, denominada de
P7, que mostra homologia com O-metiltransferases de Streptomyces fradiae, sendo
uma proteina de 236 aminodacidos, localizada a jusante do gene pcbC, separados
por 13 nucleotideos. A segunda ORF de 876 pb (ORF8), codifica uma proteina de
292 aminoacidos e esta localizada imediatamente a jusante da ORF7, as quais
estdo separadas somente por sete nucleotideos (COQUE et al., 1995). Evidéncias
bioquimicas e de genética molecular, indicam que P7 e P8 sao necessarias para a

eficiente metoxilacdo de cefalosporinas.
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2.6 Biossintese de clavamas

As clavamas (2-carboximetilodenemclavama, 2-formiloximetilclavama, 2-
hidroximetilclavama, clavama-2-carboxilato e alanilclavama) s&o originarias do acido
clavaminico por uma rota biossintética de genes agrupados em formas de cluster,
chamado de cluster de genes de clavamas, e que foi isolado utilizando o gene cas7,
como sonda (Figura 2D), um gene duplicado que codifica uma isoenzima
(clavaminato sintase). Este cluster génico contém os genes cvm1 ao cvm13, cvmG e
cvmP. Estudos com disrupgdo génica dos genes cvm1, cvm2 e cvmb, mostraram
que estes genes sao necessarios para a produc¢ao das clavamas 5S, mas ainda séo
habeis para sintetizar acido clavulanico. Disrupgdo do gene cvmZ2 resultou em uma
linhagem com baixa produgdo de 2-hidroximetilclavama e alanilclavama e séao
completamente incapazes de produzir clavama-2-carboxilato, enquanto a disrupgao
do gene cvmb, mostrou que a sintese de ambos compostos; hidrometilclavama e
clavama-2-carboxilato foi prejudicada. A fungdo dos genes cvm1, cvm2 ou cvm$b na
biossintese de clavamas ainda ndo esta clara (TAHALAN et al.,, 2007). Nenhum
envolvimento dos outros genes do cluster de clavamas na formagéo das clavamas
ou do acido clavuléanico tem sido encontrada. De uma forma geral pode-se citar que
as reacgdes envolvidas nas formacdes dos cinco compostos de clavamas sao de
oxidagao e de hidrdlise. Outros genes, como cvmH, cvmP e cvmG, também estao no
cluster das clavamas e s&o responsaveis por algumas reagdes, como por exemplo

de hidrdlise.

Tahlan e colaboradores (2007) nestes estudos identificaram duas novas
ORFs, cvm6P e cvm7P, localizadas no cluster paralogo de genes. O gene cvm6P

esta localizado imediatamente a montante do gene oat1. Mutantes de cvm6P
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mostraram nas fermentagdes, que nao houve produgao das clavamas 5S, enquanto
as produgdes de cefamicina C e acido clavulanico ndo foram afetadas. O gene
cvm7P esta localizado a montante do gene cvm6P e mutantes deste gene por
disrupcao génica apresentaram niveis de acido clavulanico semelhantes ao da
linhagem selvagem, porém nao produziram niveis detectaveis das clavamas 5S. O
gene cvm7P codifica um possivel regulador transcricional similar ao regulador

pimaricina de Streptomyces natalensis.

2.7 Genes regulatérios especificos nas biossinteses de Cefamicina C e
acidos clavulanico em Streptomyces clavuligerus

O gene ccaR codifica uma proteina regulatéria do tipo act/l-ORF4 de
Streptomyces coelicolor, e esta presente cerca de 4 kb a montante do gene /at no
cluster de cefamicina C. O produto protéico de ccaR € uma proteina de 28 kDa de
massa molecular com 256 aminoacidos, com identidade na ordem de 26-29% com
proteina regulatéria (AfsR) e proteinas regulatérias especificas para antibidticos
(Dnrl, RedD, Actll-ORF4). A proteina CcaR faz parte da familia das proteinas SARP
e € requerida para a produgao de cefamicina C e acido clavulanico. A disrupg¢ao do
gene ccaR resultou na falta de produgéo de cefamicina C, acido clavulanico ou de
outras clavamas (PEREZ-LLARENA et al., 1997). Kyung et al. (2001) identificou o
perfil da expressao de CcaR, caracterizando-a como controladora da biossintese de
antibiotico em S. clavuligerus pela regulagdo da transcricdo dos genes
biossintéticos. Estudos de ligantes de DNA demonstraram que CcaR interage com a
regido promotora bi-direcional cefD-cmcl do cluster de gene de cefamicina C

(SANTAMARTA et al. 2002). CcaR poderia controlar simultaneamente os genes
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iniciais, intermediarios e tardios da rota biossintética. CcaR também se liga em seu
préprio promotor (LIRAS et al., 2008) e afeta a produgéo de acido clavulanico por um
mecanismo desconhecido, o qual poderia ser mediado pela expressdo de uma
proteina do tipo LisR, codificada pelo gene claR. Este ultimo é outro gene regulador,
porém, mais especifico agindo somente na biossintese de acido clavulanico. O gene
claR localizado no cluster de genes do acido clavulanico, codifica uma proteina
similar encontrada na familia de ativadores transcricionais, a qual € requerida
especificamente para a producdo de acido clavulanico (PEREZ-REDONDO et al.
1998). Este gene esta ligado ao gene car (clavulanato-9-aldeido redutase) em
Streptomyces clavuligerus (PEREZ-REDONDO et al., 1998) e codifica uma proteina
de 431 aminoacidos (M, deduzida de 47080). A amplificacdo do gene claR em um
plasmideo multi-copia, resultou no aumento de 300% na producdo de acido
clavulanico e aumento de cinco a seis vezes na producao de biossintese de
alanilclavama, enquanto a produgdo de cefamicina C foi significamente reduzida,
quando utilizado meios de cultivos definidos e complexos. Trabalhos realizados por
Pérez-Redondo (1998) e colaboradores mostraram que, em seus estudos, as
biossinteses de acido clavulanico e de cefamicina C em Streptomyces clavuligerus,
sdo controladas por uma cascata de proteinas regulatérias reguladas por estes dois

genes, ccaRr e claR.
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2.8 Lipases e atividade lipolitica em Streptomyces clavuligerus

Oleos e gorduras (lipidios) sdo considerados atualmente componentes
essenciais em meios de cultivo na industria de antibidticos, porque eles possuem
propriedades anti-espumantes e sao uma fonte de carbono alternativa mais barata,
quando comparadas com carboidratos e podem aumentar a concentragcao de
metabdlitos secundarios (LARGE et al., 1999). Pan e colaboradores (1959) foram
um dos primeiros investigadores a utilizar 6leo como parte da fonte de carbono em
Penicillium chrysogenum e relataram que houve uma maior produgao de penicilina,
quando comparada com carboidrato, como fonte de energia. Outros pesquisadores
aumentaram a produg¢ao de cefamicina C em Streptomyces sp. p6621 pelo uso de
6leo no meio de cultivo (PARK et al. 1994; LEE et al. 1996). Maranesi e
colaboradores (2005) e Ortiz (2007) também observaram o aumento da produgao do
inibidor de beta-lactamase, acido clavulanico, quando 6leo estava presente no meio
de cultivo. Sendo assim, para investigar a ligacdo entre os lipideos no meio de
cultivo e os precursores da sintese de antibidtico em Streptomyces clavuligerus é
importante o estudo de lipases no catabolismo de 6leos.

Lipases (triacilglicerol acidolases; EC 3.1.1.3) sdo enzimas que sao
extremamente versateis, devido ao grande numero de reagdes de esterificagédo, que
elas podem catalisar (DALMAU et al., 2000). Lipases catalisam a hidrolise de
triacilglicerdis em glicerol e acidos graxos livres, e geralmente tém preferéncia por
um tipo de substrato, seja ele um triacilglicerol ou um diacilglicerol e, portanto, tem
como produtos diacilglicerdis e monoacilgliceréis, numa taxa maior do que apenas
glicerol e acidos graxos. A regido de seletividade no triglicerideo pelas lipases é

freqUentemente maior para as posi¢coes sn1 e sn3 e menos frequentemente para a
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posicdo sn2 (figura 5) (LOTRAKUL e DHARMSTHITI, 1997; DHARMSTHITI;

LUCHAI,1999).

R1 R2 R3
pe
\ \ \

Sn1 Sn2 Sn3

Figura 5. Um triglicerideo tipico de lipidio é apresentado, usando a designagao
sn para as posig¢oes do glicerol.

Lipases verdadeiras hidrolisam ésteres de glicerinas emulsificados e acidos
graxos de cadeia longa, como trioleinas e tripalmitinas. Uma alteracdo na
conformacdo da enzima ocorre quando ela entra em contato com um substrato
insoluvel em agua. Este fendbmeno de ativagao interfacial com (ou na presenca de)
uma obstrucdo do sitio ativo é atualmente uma area ampla de pesquisa envolvendo
bioquimicos, quimicos, engenheiros bioquimicos, biologistas moleculares e
cristalégrafos de raios-X. Lipases sao hidrolases serinicas (possuem um residuo do
aminoacido serina no sitio catalitico, essencial para sua funcdo) e contém a
sequéncia de consenso G-X1-S-X2-G como a regiao catalitica, onde G= glicina, S=
serina, X1= histidina e X2= acido glutdmico ou aspartico. O conhecimento da
estrutura tridimensional das lipases exerce um papel importante no projeto e na
producao (neste caso, exclusivamente com o uso de engenharia genética, DNA
recombinante) de lipases para finalidades especificas (SAXENA et al., 2003).

A ativagao, a qual é freqliientemente necessaria para a enzima lipase, € um
movimento de um ou varios dominios. A area de superficie hidrofébica é localizada

centralmente na zona de contato com o lipidio, a qual contém grandes e varios
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residuos hidrofébicos, como Phe, Trp, lle, Leu e Tyr. O dominio é também a parte
central da zona de contato da maioria das lipases de triacilglicerois (SVENDSEN,
2000). Apds obtengao da estrutura das primeiras lipases, os residuos do sitio ativo
foram encontrados como sendo homodlogos da triade de serina proteases
(SVENDSEN, 2000), caracterizando esta enzima como serino hidrolases.

Oleos induzem a atividade lipolitica em bactérias e fungos (MAIA et al.,
2001). Vasconcelos (2008) dosou a atividade lipolitica de linhagens selvagem e de
mutantes de Streptomyces clavuligerus em fermentagbes com meio de cultura
contendo 6leo de soja. Kim e Park (2007) induziram a produgéo de lipase por 6leo
de milho no meio de cultivo de Streptomyces clavuligerus CKD1119.

O estudo da atividade lipolitica em meios de cultivos contendo 6leos nas
fermentagdes de Streptomyces clavuligerus € de grande importancia, pois um dos
produtos da catalise desta enzima é o glicerol. Este, por ultimo, € um dos

precursores da biossintese de acido clavulanico.

2.9 Métodos e estratégias para aumentar o rendimento de metabdlitos
secundarios em actinomicetos
Streptomyces clavuligerus produz uma série de metabdlitos secundarios
com diferentes estruturas quimicas e atividades bioldgicas. S. clavuligerus sintetiza a
cefamicina C, um antibiético B-lactamico que age na biossinte da parede celular, um
inibidor de B-lactamase, o acido clavulanico (TAHLAN et al., 2004), o qual contém
um nucleo clavama, e outras estruturas clavamicas (TAHLAN et al.,, 2007) com
atividades anti-bacteriana e anti-fungica. Também, S. clavuligerus tem sido descrito

como produtor de compostos com estruturas de pirrotina e holotina (LIRAS e
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MARTIN, 2005), e holomicina (FUENTE et al. 2002), as quais poderiam agir como
agentes anti-tumorais e em pequenas quantidades outros compostos B-lactamicos
como a isopenicilina N e a deacetilcefalosporina (ROMERO et al., 1988), ambos
intermediarios na rota biossintética da cefamicina C. A producédo de cada um destes
compostos depende do meio de cultura e das condi¢des do cultivo utilizadas.

E varias estratégias podem ser utilizadas para tentar aumentar a produgcao
destas substéncias de interesse farmacéutico e industrial. Primeiramente, as
técnicas mais comuns sdo de modificagcdo das condi¢cdes de cultivo e de alteracao
do meio de cultura para aumento de um determinado metabdlito. Como por exempilo,
podemos citar a influéncia da aeragdo na produgcdo de antibidtico. Rollins e
colaboradores (1988) estudaram o efeito da aeragdo na produgcdo de metabdlitos
secundarios, e mostraram que uma maior disponibilidade de transferéncia de
oxigénio aumentou a produgdo de cefamicina C durante a fase exponencial de
crescimento de S. clavuligerus.

Devi e Sridhar (1999) otimizaram a concentragcédo de alginato de sodio, de
cloreto de calcio e a densidade celular em trabalhos de imobilizagdo de S.
clavuligerus em matriz de gel de alginato, com o intuito de aumentar a produgao de
cefamicina C.

Wang e colaboradores (2005) montaram um planejamento fatorial com cinco
variaveis para otimizar o meio de cultivo, variando componentes do mesmo, no
intuito de aumentar a produgdo de acido clavulanico. Eles variaram as
concentragdes de glicerol, farinha de soja, KH2PO4, MgS04.7H2,0 e FeS04.7H20 e
investigaram, atraveés destes fatores nutricionais, o efeito sobre a produgéo de acido

clavulanico.
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Outros pesquisadores, Maranesi e colaboradores (2005), estudaram a
utilizacao de varias fontes de carbono em diferentes meios de cultivos na producéao
de acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus. O estudo investigou os efeitos
de dextrina, amido e glicerol combinados com farinha de soja e 6leo de soja sobre a
producao de acido clavulanico, e verificaram que o meio de cultivo utilizado com 23
g L™ de 6leo de soja apresentou o maior titulo de acido clavulanico.

Teodoro e colaboradores (2006) fizeram um estudo da influéncia das
condigbes de operagao, taxa de fluxo volumétrico e a concentragao de glicerol, bem
como do nitrogénio de farinha de soja em cultivos em batelada alimentada. A maior
producédo especifica de AC correspondeu a 2,95 g L™ de nitrogénio total nos cultivos
batelada. Em fermentagdes do tipo batelada alimentada a melhor condi¢ao foi 1,2 g
h™' combinada com uma menor taxa de diluigdo.

Saudagar e Singhal (2007) otimizaram o meio de cultivo do processo de
producdo de 4&cido clavulanico pela metodologia estatistica baseada em
delineamento experimental. Os componentes do meio de cultivo utilizados como
fatores foram: farinha de soja, 6leo de soja, dextrina, extrato de levedura e fostato na
forma de KyHPO,. Em outro experimento neste mesmo trabalho, o grupo de
pesquisa estudou o efeito da arginina e leucina na producéo de acido clavulanico.

Ortiz e colaboradores (2007) investigaram a influéncia de fontes de
nitrogénio de derivados de soja e fontes de carbono na produgdo de acido
clavulanico em S. clavuligerus. Farinha de soja e isolado de proteina de soja (IPS)
foram utilizados como fontes de nitrogénio no meio de cultivo para o processo
fermentativo em incubadora rotatéria orbital "shaker"”. Outros experimentos foram
conduzidos em biorreator variando-se a concentracdo de Oleo de soja e de

nitrogénio total. Na incubadora rotatéria orbital, utlizando-se 1,6 g L™ de nitrogénio
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total a producgao de AC foi maior com farinha de soja, ao invés de isolado protéico de
soja. Nos experimentos corridos em biorreator, os resultados mostraram que a
producdo de AC aumentou com o decréscimo da concentragdo de 6leo de soja e

com o aumento da concentragao de farinha de soja, na faixa estudada.

Existem outras estratégias para aumentar a producdo de metabdlitos
secundarios, tais como: melhorias no fluxo de vias bioquimicas dos precursores de
antibidticos, amplificacdo de genes da rota biossintética, amplificacdo de genes
reguladores ou modificadores dos mecanismos de controle, bloqueio de rotas
biossintéticas para produzir compostos intermediarios de interesse, criacdo de vias
alternativas para obter o produto desejado, modificagdo através de mutagénese dos
genes que codificam as enzimas para melhorar sua eficiéncia, entre outras (BALTZ,
2001). Como por exemplo, podemos citar o trabalho desenvolvido por Tahlan e
colaboradores (2007), neste, a rota biossintética das clavamas 5S foi bloqueada e as
mutagcbes no gene cmv2 demonstraram que, ha uma diminuigdo na produgéo de
alanilclavama, 2-hidroximetilclavama e elimina completamente a produgcdo da
clavama-2-carboxilato. O outro gene cvmb, que foi bloqueado, n&o produziu
nenhuma das conhecidas clamavas 5S, porém houve acumulacdo de uma nova
clavama, 2-carboximetilideneclavama. Estudos deste tipo sdo de grande valia, pois
podem nos ajudar a conhecer a natureza dos genes, suas fungdes e a descobrir

novos genes atuantes em uma rota biossintética.

Hung et al., (2007) pesquisaram o aumento da producdo de acido
clavulanico pela expressao integrativa e replicativa dos genes ccaR e cas2 em
Streptomyces clavuligerus NRRL3585. Seis plasmideos foram construidos para tal
proposito, trés deles; pIBRHL1, pIBRHL3, pIBRHL13, foram utilizados para a super-

expressao, enquanto os plasmideos pNQ3, pNQ2 e pNQ1, foram construidos para a
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integracdo dos genes ccaR, cas2 e ccaR-cas2 no cromossomo de S. clavuligerus.
Todos os plasmideos foram inseridos no cromossomo dem S. clavuligerus e a
producao de acido clavulanico aumentou de 2,25 a 23,8 (pPNQ1) vezes, dependendo
do mutante obtido. O mutante com o plasmideo integrativo pNQ1 foi selecionado

com sucesso para aumento do AC.

Li e Townsend (2006) estudaram o efeito de mutagdes dirigidas na producao
de acido clavulanico por engenharia genética, alterando a via glicolitica em
Streptomyces clavuligerus. Neste estudo, dois genes (gap1 e gap2), cujos produtos
protéicos sao distintos, enzimas gliceraldeido-3-fosfato desidrogenases (GAPDHSs),
foram inativados em S. clavuligerus por disrupgéo génica dirigida. O gliceraldeido-3-
fosfato (G3P) é um dos precursores metabodlicos primarios do acido clavulanico
(KHALEELI et al., 1999). Analises do fluxo metabdlico tém sugerido que um fator
limitante para a biossintese do acido clavulanico é o G3P (IVES e BUSHELL, 1997),
o qual é um intermediario da via glicolitica e € convertido a 1,3-bisfosfoglicerato pela
GAPDH. Pesquisas tém demonstrado que aumentando o nivel de G3P, poderia
resultar em um aumento da produgcéo de AC em S. clavuligerus. E para realizar tal
propésito, esta nova estratégia foi criada para manipular o metabolismo primario
deste organismo, pela inativagao dirigida do gene que codifica GAPDH para o fluxo
de carbono de G3P através da biossintese de AC. E com esta estratégia, a
producdo de AC dobrou na linhagem mutante gap1, quando comparada com a
linhagem selvagem. Foram verificados também, nestes experimentos, que
adicionando-se arginina no meio de cultura deste mutante, os niveis de AC

aumentaram ainda mais.

PARAKDAR e colaboradores (2001) construiram um mutante, parental de S.

clavuligerus NRRL3585, bloqueado na produgao de cefamicina C por disrupgao
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dirigida do gene /at, a qual codifica a lisina e-aminotransferase, a primeira enzima da
rota biossintética da Cef C. Para as manipulagbes genéticas em Escherichia coli e
Streptomyces, foram utilizados os vetores; pUC119 e plJ486, respectivamente. O
cassete de resisténcia a apramicina foi inserido no gene /at por disrupgao génica, em
Streptomyces clavuligerus NRRL3585, tornando o mutante (S. clavuligerus lat::apr)
resistente a apramicina e sensivel a tioestreptona. A producado de acido clavulanico
deste mutante foi de 1,7 a 3,8 vezes maior, dependendo do tempo de fermentacao
em relagdo a linhagem selvagem. Um duplo mutante bloqueado no gene /at e no
gene cvm1 (cvm1::apr), também foi criado para estudar seu efeito na producédo de
AC. O gene cvm1, junto com os genes cvm4 e cvmb, cujas localizagbes s&o
adjacentes ao gene cas1, estdo envolvidos na biossintese das clavamas. Portanto, o
mutante, no qual o gene cvm1 foi bloqueado nado sintetiza as clavamas. Esta
estratégia foi utilizada, pois mais uma rota biossintética foi bloqueada, a das
clavamas. O duplo mutante, bloqueado nos genes lat e cvm1, apresentou titulos

maiores de AC em relagéo a sua linhagem parental.

Zhihan e Yanping (2006), também bloquearam a biossintese de cefamicina
C pela disrupgao do gene /at. Para este estudo, foram utilizados os vetores, pUCm-T
para as manipulacbes genéticas em E. coli e pKC1139 para o processo de
conjugagao de E. coli em Streptomyces clavuligerus NRRL 3585. Os mutantes
possuiam resisténcia a apramicina e sensibilidade a canamicina. Nao houve
diferenca no peso seco do micélio entre as linhagens selvagem e mutante, mas a
producao de AC foi de 200 a 260% maior do que a linhagem selvagem, em meio de

cultivo a base de farinha de soja, amido e sais.

S&o inumeras as estratégias que podem ser utilizadas para se aumentar o

titulo de metabdlitos secundarios em microrganismos e especialmente em S.
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clavuligerus, sejam elas de ordem nutricional; alterando-se componentes no meio de
cultura, que afetam a producado de certo metabdlito, ou de alteracdes de natureza

genética.

2.10 O método da disrupcao génica para o estudo de um gene

Nas bactérias, assim como em alguns eucariotos inferiores, a maneira mais
eficiente para a mutagdo de genes especificos é feita por meio de troca, por
recombinacédo homologa, da cépia selvagem do gene alvo por uma cdpia truncada
ou contendo uma mutagao. Esse tipo de mutacdo € denominado genericamente de

disrupcao génica por recombinagao homaéloga.

Existem dois métodos principais usados para a disrupgdo génica por

recombinagcdo homdloga: a mutagénese por insergdo-delecdo e a troca alélica.

A mutagénese por insergao-delecdo envolve a recombinagdao homologa com
uma permuta entre o gene selvagem no cromossomo bacteriano e uma copia
truncada desse gene, clonada em um plasmideo replicativo ou suicida. Apos o
evento de permuta, todo o plasmideo fica inserido no cromossomo bacteriano e o

gene alvo sofre duplicagao.

A troca alélica resulta na troca do gene selvagem por uma copia
interrompida por um marcador de selegcdo (figura 6). Este processo envolve a

recombinacédo homdloga por duas permutas.
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Plasmideo contendo
uma coépia truncada do
gene alvo interrompida
pelo gene de resisténcia

ao antibioético

Gene de resisténcia

Recombinagao
homoéloga com duas
permutas

— Gene alvo o —

Gene completo no
Cromossomo

q Gate la resiatine o

Gene integro trocado por
copia interrompida

Figura 6. Esquema mostrando a troca alélica. Os genes, A ¢ B no genoma completo do
organismo estiio sob a forma de fragmentos génicos no plasmideo.

Este tipo de disrupgédo pode ser exemplificado da seguinte maneira: para a
disrupcédo do gene lat de Streptomyces clavuligerus, o gene alvo seria o lat e os
genes A e B, seriam ccaR a montane e pcbAB a jusante, respecitvamente. A grande
vantagem da troca alélica é o fato dessa estratégia gerar mutantes mais estaveis em

comparagao com a mutagénese do tipo inser¢cao-delegao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens bacterianas

Os microrganismos utilizados durante este estudo sdo apresentados na
tabela 1. Os cultivos de Escherichia coli foram feitos em meio LB (descritos no item
3.1.3), suplementado com ampicilina e o antibiético que o plasmideo confere
resisténcia, a 37°C sob agitagdo constante de 220 rpm.

Streptomyces clavuligerus foi cultivado em Erlenmeyer a 28°C, 220 rpm em
mesa incubatdria rotativa, por no maximo 180 horas. Todos os microrganismos
utilizados neste trabalho foram estocados em placas, contendo seus respectivos
meios de cultivo e agar 1,4%, até quatro semanas. Para um tempo maior de

preservagao, as linhagens foram congeladas -75 °C em glicerol 20% pl/v.
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3.2 Plasmideos

Os plasmideos utilizados neste trabalho estdo apresentados na tabela 2,
onde sao descritas suas caracteristicas, bem como a forma de utilizacido destes

vetores.
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3.3 Meios de cultivo

Todos os meios de cultivos foram preparados e esterilizados em autoclave a
120°C durante 20 minutos. Um volume de 100 mL de meio foram utilizados para os

cultivos em Erlenmeyers de 1000 mL.

3.3.1 Usos gerais

O meio TSB (tryptone soya broth; TSA para meio solido), foi utilizado para
crescimento de E. coli, k. penumoniae e S. clavuligerus. Este meio contém caldo de
triptona de soja (30 g L"), pH ajustado para 7,2. Para cultivos em placas é
adicionado 1,4% de agar e para bioensaios de cefamicina C e acido clavulanico

adiciona-se 2,0% de agar.

3.3.2 Meios de cultivo para Escherichia coli

a) LB (Luria Bertani). O meio de cultura LB (MILLER, 1972), de cultivo geral para
E. coli, tem a seguinte composicdo em (g L' em agua destilada): bacto
triptona (10,0); extrato de levedura (5,0); NaCl (10,0). O pH foi ajustado em
7,3 com NaOH.

b) TB (terrific broth). Meio de cultivo utilizado para crescimento de E. coli e
obtengao de alto rendimento de DNA plasmidial (HOBBS et al., 1989). Este
meio de cultivo tem a seguinte composic¢ao (g/L): bacto triptona 12; extrato de
levedura 24; K;HPO4 12,54; KH.PO, 2,32; glicerol 4 mL; Agua g.s.p. 1000 mL.

Apods o preparo o meio foi autoclavado por 20 min a 1 atmosfera.
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3.3.3 Meios de cultivo para S. clavuligerus

ME (meio de esporulagdo). Meio utilizado para a esporulagdo de S.
clavuligerus, teve a seguinte composicdo em (g L' em agua destilada): MOPS
(21); glicose (5); extrato de levedura (0,5); extrato de carne (0,5); hidrolisado
de caseina enzimatica (1,0). Adiciona-se 2% de agar e ajusta-se o pH para
7,0 (SANCHEZ e BRANA, 1996).

2xYT. Meio utilizado para a incubagdo dos esporos de Streptomyces na
conjugagao com E. coli ET12567[PUZ8002] (KIESER et al., 2000). Sua
formulacdo é a seguinte em (g L™ em agua destilada): bacto-triptona (16,0);
extrato de levedura (10,0); NaCl (5,0). Se ajusta o pH para 7,4 com NaOH.

SA (meio de produgédo). Meio otimizado para a produgéo de acido clavulanico
em S. clavuligerus (AIDOO et al., 1994), teve a seguinte composicdo em (g L™
em agua destilada): amido (10,0); L-asparagina (2,0); MOPS (21,0);
MgS04.7H,0O (0,6); KoHPO4 (4,4); solugdo de elementos tragos 1mL. A
solugédo de elementos trago leva por litro: FeS0O4.7H,0 1 g; ZnS04.7H0 1 g;
MnCl,.4H,0 1 g; CaCl,.3H,0 1.3 g e ajusta-se o pH para 6,8.

SFM (meio para a conjugacdo entre E. coli ET12567[PUZ8002] e
Streptomyces clavuligerus). Dissolve-se 20 g de manitol e se ajusta o volume
até um litro. Alicotar 100 mL em garrafas e adicionar agar e farinha de soja,
ambas a 2%. Esterilizar duas vezes em autoclave e adicionar MgCl, 10 mM,
quando se preparam as placas (HOBBS et al., 1989).

Meio de reativagao para as linhagens de Streptomyces clavuligerus. O
meio tem a seguinte composi¢cao (g/L em agua destilada): tampao MOPS
(21); glicerol (15); peptona bacteriolégica (10); extrato de malte (10); extrato

de levedura (1); KoHPO4 (2,5); MgS04.7H,0 (0,75); solugdo de sais (1 mL).
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f)

g9)

d)

Solugdo de sais para 1 Litro: MnCl..4H,O (1g); FeS04.7H,O (19);
ZnS04.7H,0 (1g). O pH deve ser ajustado para 6,8.

Meio para produgao de acido clavulanico (MARANESI, 2005). O meio tem
a seguinte composicao (g/L em agua destilada): farinha de soja (20); glicerol
(10); KoHPO4 (1,2); 6leo de soja (23); MOPS (21); solugdo de sais (10 mL).
Solugdo de sais para 1 Litro: MnCl,.4H,O (1g); FeSQ04.7H,O (1g);
ZnS04.7H,0 (1g). O pH deve ser ajustado para 6,8.

Acido nalidixico: 12,5 mg/mL em NaOH 1N.

3.4 Enzimas e sistemas comerciais (kits)

As enzimas e os Kits utilizados neste trabalho foram os seguintes:
As enzimas de restricdo e a enzima klenow para preenchimento de
extremidades protuberantes foram obtidas de MBI Fermentas, Amersham
Pharmacia Biotech, Takara e Promega.
A T4 DNA Ligase e a fosfatase alcalina para desfosforilacédo de extremidades
cegas, assim como o tampao foram obtidos da Roche.
O Kit para amplificagcdo de fragmentos de DNA por PCR foram obtidos da
FINNZYMES e KAPABIOSYSTEMS.
O Kit para purificacdo de gel de agarose — GFX™ PCR DNA and Gel Band

Purification Kit GE Healthcare www.gehealthcare.com/illustra

3.5 Antibidticos e aditivos

A tabela 3 mostra os antibiéticos e aditivos utilizados para a selecdo dos

recombinantes.
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3.6 Metodologia

3.6.1 Isolamento, purificagao e amplificagcao de DNA

Procedimentos comuns em biologia molecular, como extragdo de plasmideo
com fenol-cloroférmio, precipitacdo de acido nucléico, separacao por eletroforese,
quantificacdo de biomoléculas por espectrofotdmetro, bem como a preparacdo dos
tampdes, foram realizados de acordo os procedimento-padrbes, descrito por
Sambrook et al., (1989) e por Hopwood et al., (1985). Os itens seguintes descrevem
tais procedimentos e a tabela 4 apresenta os oligonucleotideos utilizados neste

trabalho.
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3.6.2 Extracao de DNA de Escherichia coli

Pequenas quantidades de DNA plasmidial, a partir de células de Escherichia
coli foram extraidas por Miniprep (HOLMES e QUIGLEY, 1981) com modificagcbes
propostas por Ausubel et al. (1994). DNA plasmidial em altas concentracdes foi
isolado pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Em ambos os casos,
Escherichia coli recombinante foi cultivadas em meio TB suplementado com o

antibiotico de selecao.

3.6.3 Extracao de DNA gendmico de S. clavuligerus

Para a extracdo de DNA gendmico de S. clavuligerus e conjugantes foi

utilizado o protocolo modificado por Pospiech e Neumann (1995).

3.6.4 Reacgoes de polimerizagao em cadeia PCR

As amplificacdes das sequéncias codificadoras especificas, foram feitas por
PCR segundo os protocolos de Kieser et al., (2000). Os deoxinucleotideos trifosfatos
(dNTPs) foram preparados a partir de nucleotideos individuais (Promega), na
propor¢cdo de 15:15:35:35 de A, T, G e C, respectivamente, ou seja A e T
apresentaram a concentracéo final de 480 umolar, ao passo que C e G, 1120
umolar. Esta propor¢do de nucleotideos se deve a alta porcentagem de C + G,
presentes no genoma de S. clavuligerus. Dependendo da finalidade dos fragmentos
que se queriam amplificar, se utilizaram as enzimas KAPA Taq Polymerase (KAPA

BIOSYSTEMS) e Phusion™ High-fidelity DNA Polymerase (FINNZYMES).
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3.6.5 Analise dos acidos nucléicos em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para analise e avaliagao do
tamanho dos fragmentos de DNA e dos plasmideos, conforme descrito por
Sambrook et al. (1989). A agarose foi preparada em tampao TAE 1X em
concentracao final de 0,8 ou 1,2% para visualizagdo dos fragmentos de DNA em

transiluminador com lampada ultravioleta.

3.6.6 Determinagao da concentracao de DNA

O DNA foi quantificado por espectrofotometria utilizando-se difenilamina

como agente croméforo, segundo a metodologia proposta por Burton (1968).

3.7 Dosagem de acido clavulanico

3.7.1 Dosagem por bioensaio

O microrganismo indicador utilizado para se determinar a concentragao de
acido clavulanico foi Klebsiella pneumoniae ATCC 29665, produtora de B-lactamase.
Os bioensaios foram realizados imediatamente apdés as tomadas de amostras,
devido a instabilidade de AC em solugao, segundo o protocolo estabelecido por

Romero et al. (1984).
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3.7.2 Dosagem por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC)

A concentragao de acido clavulanico foi determinada por HPLC, segundo a
metodologia descrita por Foulstone e Reading (1982), utilizando coluna C-18 pu-
Bondapak e como eluente uma solugdo de 100 mM de KH2PO4 94% (m/v) e pH 3,2.
Foram utilizadas as seguintes condi¢cées de operacdo: temperatura de 28°C, vazao
de 1,0 mL min™", comprimento de onda de 311 nm e tempo de retencdo de 8
minutos. A concentragao de acido clavulanico foi determinada a partir de uma curva
de calibracdo obtida de solugcbes de 0-0,5 mM de clavulanato de potassio
proveniente medicamento CLAVULIN® (Glaxo-SmithKline Farmacéutica, Rio de
Janeiro, Brasil), disponivel comercialmente. As amostras provenientes dos ensaios
foram centrifugadas a 4°C e 10.000 rpm por 15 minutos, foram derivatizadas com

imidazol (TEODORO et al., 2006) e injetadas no HPLC para as leituras.

3.8 Dosagem de cefamicina C

O microrganismo indicador foi a linhagem super sensivel de Escherichia coli
Ess22-35. A metodologia de dosagem de CefC foi baseado nos protocolos

estabelecidos por Romero et al. (1984).
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3.9 Transformacgoes bacterianas

3.9.1 Transformacgao de Escherichia coli

Duas linhagens de E. coli foram utilizadas para as transformacgdes, E. coli
DH5a e E. coli ET12567[PUZ8002]. Para a conjugacao de Streptomyces clavuligerus
a linhagem utilizada é a E. coli ET12567[PUZ8002]. Os protocolos para
transformacao destas duas linhagens de E. coli foram baseados na metodologia

segundo Hanahan (1983, 1995).

3.9.2 Conjugacao de S. clavuligerus

O processo de conjugacgao foi utilizado para a introdu¢do de DNA em S.
clavuligerus, devido a maior eficiéncia do processo frente a transformacgao. O vetor
pUZ8002, que ndao é movel, mas que pode mobilizar vetores que contém oriT, se
transforma na linhagem de E. coli ET12567[pUZ8002]. Neste processo foram
utilizados os protocolos estabelecidos por Kieser et al. 2000 e Gust et al. (2003,

2010), mostrados a seguir:

e Os plasmideos recombinantes a serem transferidos por conjugagdo foram
inseridos na linhagem de E. coli ET12567[pUZ8002] por transformacgao por
choque térmico, devendo conter os seguintes antibidticos: (1) o antibidtico
que o plasmideo carrega o cassete de resisténcia, (2) os antibdticos

cloranfenicol e canamicina, os quais a linhagem ja apresenta resisténcia.
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A linhagem transformante foi cultivada durante toda a noite em meio LB,
cloranfenicol, canamicina e o antibiético apramicina para o mutante Alat::apr
ou canamicina para o mutante Acvm7p::neo.

e O volume de 1 mL de cultivo (na capela) foi transferido a outro volume de 100
mL de meio LB com todos os antibidticos de selecdo e mantidos a 37°C até
alcancgar a densidade optica entre 0,4 a 0,6.

e Uma vez alcancada a densidade optica, foi centrifugado a 4°C e 4500 rpm e
lavado duas vezes com um volume de meio LB. Foi finalmente ressuspendido
em 0,1 volume de meio LB.

e Os esporos de S. clavuligerus foram inoculados em 500 uL de meio 2xTY e
incubados a 50°C durante 10 minutos.

e 500 puL de células lavadas (na capela) foram misturados com 500 uL de
esporos. Foi dado um pulso na centrifuga, para eliminar parte do
sobrenadante e a mistura de células ressuspendidas em 600 pL.

¢ Distintas quantidades de células preparadas anteriormente foram plaqueadas
em meio SFM suplementado com 10 mM de MgCl,, e incubadas a 30°C por
um periodo de 16 a 20 horas.

e Apos o periodo de incubacao foram adicionadas em capela 1 mL de solugao

do antibiético de selegéao do plasmideo em Streptmyces e 0,5 mg/mL de acido

nalidixico.

Além de se utilizar esporos no processo de conjugagao, pode-se fazer com
micélio obtido de placas. Para isto, deixa-se crescer S. clavuligerus em meio TSA

durante dois a trés dias, e recolhe-se com alca o micélio o qual é ressuspendido em
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2-3 mL de glicerol a 20%. Para o processo de conjugagao se utilizam 500 uL da
suspensao seguindo o mesmo protocolo descrito acima.

Nas transformacdes de Escherichia coli, o seu DNA plasmidial é extraido por
mini-preparagdes para se comprovar, que nao foram produzidas reorganizagdes nos
plasmideos por meio de analises de restricdo. Em todos os casos em que se
introduz plasmideos em S. clavuligerus mediante o método de conjugacéo ou de
transformacao, o DNA dos conjugantes ou transformantes devem ser extraidos pelo
meétodo de Pospiech e Neumann, 1995.

Neste trabalho foi utlizado a estratégia de disrupgéo génica por troca alélica,

na maioria dos mutantes produzidos.

3.10 Conservagoes das linhagens

Os microrganismos foram conservados em criotubos, suas células foram
suspensas em solugao crioprotetora (glicerol 20% m/v) e estocadas a - 70°C no

ultra-freezer.

3.11 Fermentagdes em incubadora rotatéria orbital

As fermentacbes de todas as linhagens em meio de cultivo SA foram
realizadas no laboratério de microbiologia e genética da Universidade de Ledn-
Espanha. E as fermentag¢des das linhagens em meio de cultivo a base de 6leo de
soja (MARANESI et al., 2005) foram realizadas no laboratério de engenharia
bioquimica do PPGEQ-UFSCar, S&o Carlos-SP, da seguinte maneira: as
suspensdes de células armazenadas em criotubos (3,5 mL) foram inoculadas em 45

mL de meio de reativacdo em frascos Erlenmeyer de 500 mL e incubadas em mesa
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rotativa a 28°C e 250 rpm por 24 horas. Na sequéncia, 5 mL do in6culo fermentado
nesta etapa foi adicionado em frasco Erlenmeyer (500 mL) com 45 mL de meio de
cultura e incubado em mesa rotativa nas mesmas condi¢cées anteriores. Esta etapa
se caracteriza pela produg¢ao do acido clavulanico em meio de cultivo a base de dleo
de soja (MARANESI, 2005). Todas as fermentagdes foram realizadas em triplicata e

foram calculados os valores médios dos parametros analisados.

3.12 Ensaios da atividade lipolitica pelo método do para-
nitrofenilpalmitato (pNPP)

Os ensaios de lipase foram feitos sempre utilizando o meio de cultivo a base
de dleo e farinha de soja (MARANESI et al., 2005) e todos os experimentos foram
realizados no laboratorio de bioquimica do PPGEQ-UFSCar.

Os ensaios para determinacdo da atividade lipolitica foi realizado por
espectrofotometria, a 37°C, utilizando-se como substrato, o pNPP, de acordo com o
método descrito por Gupta et al. (2002). Somente o sobrenadante das fermentacgdes
foi utilizado para a analise da atividade lipolitica.

Uma unidade de lipase foi definida como a quantia de lipase que libera 1
umol p-nitrofenol/min, sob as condi¢gbes do teste. Os resultados expressos foram

calculados pela média de fermentagdes corridas em triplicata.

3.13 Sequenciamento de DNA

Fragmentos de DNA clonados nos plasmideos foram sequienciados no

INBIOTEC, Instituto de Biotecnologia de Leén-Espanha.
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3.14 Construgoes dos plasmideos

3.14.1 Construgoes dos mutantes por disrupg¢ao génica

3.14.1.1 Construcao do plasmideo pJP37-acc(3)IV-CPL5-6-plJ699 para
produzir o mutante Streptomyces clavuligerus Alat::apr por disrupcao do
gene lat

O principal objetivo deste estudo foi a interrupgdo do gene lat por disrupgéo
génica no genoma de Streptomyces clavuligerus, baseado na hipdétese que a
eliminagdo da via biossintética da cefamicina C aumentaria a producédo do AC. Este
gene havia sido delecionado por Paradkar e colaboradores (2001), que
demonstraram um aumento na producado de AC em 2 a 2,5 vezes, com 66 horas de
cultivo, em meio SA.

Neste trabalho, delecionou-se o gene lat de Streptomyces clavuligerus, por
disrupcao génica, para estudar o seu efeito na produgéo de AC e construir um duplo
mutante, delecionado também no gene cvm7P (item 3.14.1.3). O plasmideo
pULJP37 (PEREZ-LLARENA, 1997) foi utilizado como base para todas as
construcoes do presente trabalho. O mutante, ndo produtor de cefamicina C, foi
denominado Streptomyces clavuligerus Alat::apr.

Utilizando-se os oligonucleotideos CPL5 e CPL6 descritos (ver tabela 4), e
DNA genbémico extraido da linhagem selvagem S. clavuligerus, foi amplificado por
PCR (figura 7), parte do gene pcbAB (sobre a sequéncia SCU12015), localizado

imediatamente a jusante do gene /at.
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M F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

Figura 7. Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR
obtidos por amplificagcao do fragmento de 1437 pb, do gene pcbAB com os
iniciadores CPL5 E CPL6. M = marcador molecular Ayinan- As designagoes F1-
F4 correspondem aos produtos PCR com 1 mM Mg*z, F5-F8 1,5 mM Mg+2 e F9-
F12 com 2,5 mM Mg*>. As bandas especificas do fragmento génico estio
representadas pela seta e seu respectivo tamanho.

O fragmento CPL5-6 de 1437 pb corresponde a parte do gene pcbAB (figura
14). Este gene esta localizado a jusante do gene lat em Streptomyces clavuligerus.
O gene pcbAB foi purificado pelo kit GE para a clonagem no plasmideo pGEM-T,
sem digestao, ou seja com extremidades nao-coesivas (abruptas). A construgcéo no
vetor de clonagem foi denominada pGEM-CPL5-6 e a escolha deste sistema foi
empregada para a propagacao, baseada no fato deste vetor ser muito conveniente
para clonar produtos de PCR e facilitar a selegao dos clones positivos. Este vetor
apresenta 3015 pb e contém duas marcas de selecao ao longo de sua sequéncia,
um gene que confere resisténcia ao antibidtico ampicilina e outro gene que codifica
para a proteina 3-galactosidase. Os plamideos recombinantes pGEM-CPL5-6 recém

construidos foram inseridos por choque térmico em bactérias E. coli DH5a

competentes. As bactérias transformadas por choque térmico foram semeadas em
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placa de Petri contendo meio LB, agar, ampicilina, X-gal e IPTG e crescidas durante
a noite em estufa e incubadas a 37°C.

Diversas col6nias brancas e azuis cresceram na placa contendo o meio
selecionado descrito acima. A selecao dos transformantes foi realizada entao pela
capacidade de crescer em presenca do antibidtico ampicilina e através da coloracao
branca de algumas colbénias transformantes indicativa da presenga do inserto dentro
da regiao codificadora da enzima B-galactosidade.

Foram obtidos 24 clones (colbnias brancas) resistentes a ampicilina, que
foram inoculados em tubos estéreis contendo meio LB liquido com ampicilina e
submetidos a incubagdo durante a noite a 37°C sob agitagdo. ApoOs crescimento
individual destas colénias seus DNAs plasmidiais foram extraidos, quantificados,
clivados com EcoRI para checar a presenca do inserto e, finalmente sequenciados.
Destes clones, cinco foram selecionados para outra analise de restricdo com a

digestao dupla das enzimas Hindlll/Xhol (figura 8).

Figura 8. Digestao do plasmideo pGEM-CPL5-6 com as enzimas de restrigao
HindlllI Xhol. Anadlise eletroforética em gel de agarose 0,8%. M1 = Marcador
molecular Ayinam, M2 = Marcador molecular AgcoriHingm, P11-P15 = plasmideos
dos clones 11 a 15. As bandas especificas dos fragmentos génicos estao
representadas pelas setas e seus respectivos tamanhos.
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Os clones 12 e 13 contendo o plasmideo recombinante (vetor pGEM-T com
o inserto CPL5-6), foram selecionados para os experimentos posteriores. Seus
plasmideos foram extraidos por lise alcalina e ressuspendidos em tampao TE.
Sequenciou-se o DNA do fragmento CPL5-6 e fez-se um BLAST no programa
disponivel no site do NCBI (National Center for Biotechnology Information), 0 mesmo
mostrou uma analogia de 96% com o gene pcbAB de S. clavuligerus, confirmando a
regidao alvo desejada. O vetor pGEM-CPL5-6 do clone 12 foi digerido com as
enzimas Hindlll/Xhol para a liberagdo do fragmento CPL5-6 de 1437 pb, o qual foi
purificado para a posterior clonagem no plasmideo pULJP37.

O vetor pULJP37 de 6631 pb, foi construido pelo grupo de pesquisa da
professora Dra. Paloma Liras. Este plasmideo contém: um fragmento do gene
pcbAB de 1408 pb, um fragmento do gene ccaR de 770 pb, um fragmento da ORF12
de 1016 pb, um fragmento do gene blp de 548 pb, e um marcador de selegéo, o
gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina de 857 pb. Este vetor, também foi
digerido com as mesmas enzimas do fragmento CPL5-6 e um novo gel de agarose

foi feito para se comprovar seus respectivos tamanhos (figura 9).
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Figura 9. Analise eletroforética das digestées do fragmento CPL5-6 e do vetor
pULJP37. Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricdo do vetor
pPGEM-CPL5-6 com a digestao dupla de Hindlll/Xhol. M1 = Marcador molecular
AHindiecorl, M2 = Marcador molecular Aginan, F = fragmento CPL5-6 e P =
plasmideo pULJP37. As bandas especificas do fragmento génico e do
plasmideo estdo representadas pelas setas e seus respectivos tamanhos.

Comprovado os respectivos tamanhos do inserto e do plasmideo, foi feita a
ligacdo do plasmideo pULJP37 com o fragmento CPL5-6. A mesma, foi deixada
durante a noite (4°C) e os plasmideos denominados pULJP37-CPL5-6 foram
inseridos por choque térmico em E. coli DH50 competentes. As bactérias
transformadas foram semeadas em placa de Petri contendo ampicilina e crescidas
durante a noite em estufa por incubacdo a 37°C. Diversos clones cresceram na
placa contendo o antibidtico de selecdo, a ampicilina e, vinte destes, foram
repicados em meio liquido contendo ampicilina, sob novo cultivo de 24 horas.

Os plasmideos pULJP37-CPL5-6 foram extraidos por mini-preparacodes e foi

feita uma analise de restricdo com uma digestdo dupla com as enzimas Hindlll/Xhol

(figura 10).
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Figura 10. Analise eletroforética das digestdes dos clones contendo os
plasmideos pULJP37-CPL5-6. Gel de agarose 0,8% mostrando a anadlise de
restricao do vetor pULJP37-CPL5-6 com a digestao dupla de Hindlll/Xhol. M1 =
Marcador molecular Ays;, M2 = Marcador molecular Aug, € as bandas de 6,6 kb e
1,4 kb correspondem: ao fragmento CPL5-6 e ao plasmideo pULJP37,
respectivamente.

Confirmado os respectivos tamanhos do fragmento CPL5-6 e do plasmideo
pULJP37, o plasmideo pULJP37-CPL5-6 foi clivado com as enzimas Hindlll e EcoRI,
para os experimentos posteriores, a clonagem do gene acc(3)IV (figura 11). As
digestdes com as enzimas Hindlll e EcoRl mostraram apenas cortes unicos no
plasmideo pULJP37-CPL5-6.

O plasmideo plJ773 de 4334 pb tem dois marcadores de selegao: o gene
amp de resisténcia a ampicilina, o gene acc(3)/V de resisténcia a apramicina e oriT
(origem de replicagao em Streptomyces clavuligerus). Este plasmideo foi utilizado
como fonte de resisténcia a apramicina e de oriT, e foi digerido duplamente com as
enzimas Hindlll e EcoRI. O fragmento liberado de 1,4 kb correspondente ao gene

acc(3)IV foi excisado do gel de agarose 0,8% e purificado (figura 11) pelo Kit de

purificacao.



58

Figura 11. Analise eletroforética das digestoes dos plasmideos pULJP37-CPL5-
6 e plJ773. Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricao do vetor
pULJP37-CPL5-6 com a digestdao das enzimas Hindlll e EcoRl e da digestao
dupla do plasmideo plJ773. M1 = Marcador molecular Ayg, M2 = Marcador
molecular Ayinam, P1 = pULJP37-CPL5-6 (8 kb) digerido com EcoRl, P2 =
pULJP37-CPL5-6 digerido com Hindlll e F (fragmento) = gene acc(3)IV (1,4 kb)
obtido de plJ773. As bandas especificas dos fragmentos génicos e do
plasmideo estao representadas pelas setas e seus respectivos tamanhos.

O plasmideo pULJP37-CPL5-6 e o gene acc(3)IV, ambos digeridos com
Hindlll/EcoRI foram ligados para a transformagao em E. coli DH5¢. Este sistema foi
deixado durante a noite em meio de cultivo contendo LB e apramicina. A
transformacdo por choque térmico foi efetiva, produzindo muitos clones
recombinantes. O novo plasmideo foi denominado pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6 e
possui 9411 pb. Dezoito clones recombinantes deste sistema foram selecionados, e
cultivados em meio liquido contendo LB e apramicina. Destes, trés clones
recombinantes tiveram seus plasmideos extraidos por mini-prepara¢des para as

digestbes com as enzimas: Xhol digestao simples e Hindlll/Clal como digestdo dupla

(figura 12).
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Figura 12. Andlise eletroforética das digestées dos plasmideos pULJP37-
acc(3)IV-CPL5-6. Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricao do
vetor pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6 com a digestao dupla das enzimas Hindlll/Clal
e digestao da enzima Xhol. M1 = Marcador molecular Ayinan, M2 = Marcador
molecular Ayg, M3 = Marcador molecular Ay, colunas P1-P3 = plasmideo

pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6 digerido com Xhol, colunas P4-P6 = plasmideo
pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6 digerido com Hindlll/Clal. As bandas especificas dos
fragmentos génicos e do plasmideo estdo representadas pelas setas e seus
respectivos tamanhos.

A analise de restricdo com as digestdes simples e duplas mostrou que a
digestdo com a enzima Xhol liberou os dois fragmentos esperados, um de 2509 pb e
o0 outro de 6902 pb e a linearizagdo do plasmideo com a digestdo dupla de
Hindlll/Clal. Esta digestao dupla, por sua vez caracterizou apenas a linearizagao do
plasmideo (9411 pb), ao invés de liberar os dois fragmentos esperados de 4258 e
5153 pb. Com isto conclui-se que apenas uma das enzimas cortou o DNA,

provavelmente a Hindlll, pois a enzima Clal sofre efeito de metilagdo e sua digestao

geralmente ndo é muito eficaz. Porém, somente com o resultado positivo da
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digestdao do plasmideo pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6 com Xhol assumiu-se que a
construgcao do vetor estava correta, uma vez que na digestao dupla o tamanho do
plasmideo integro foi exatamente 9,4 kb.

A ultima etapa da construgdo do plasmideo para a delegao do gene /at foi a
insercao do gene de resisténcia a estreptomicina, gene tsr, e da insergao da origem
de replicagdo (oriT) do plasmideo plJ699. Este plasmideo foi digerido com
Xbal/BamHl| liberando trés fragmentos; de 4,92 kb apenas com extremidades Xbal,
2,51 kb e 1,66 kb com extremidades Xbal e BamHl|. Todos os fragmentos (figura 14)
foram identificados em gel de agarose 0,8% e o fragmento de 4,92 kb foi recuperado
do mesmo para os posteriores procedimentos. Este fragmento foi ligado ao
plasmideo pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6 digerido com Spel e desfosforilado em
tratamento com a enzima alcalina fosfatase.

A ligagao do fragmento de 4,92 kb do plasmideo plJ699 no vetor pULJP37-
acc(3)IV-CPL5-6 foi feita e este novo vetor foi inserido em E. coli DH5¢, a qual foi
transformada por choque térmico. Obtiveram-se muitos clones, dos quais foram
extraidos seus plasmideos por mini-preparagcdes e uma nova analise de restricdo
(figura 13) com as enzimas Xbal e Xhol, foi feita para se comprovar as devidas
insercdes e orientagdes no plasmideo, que agora fora denominado pULJP37-
acc(3)IV-CPL5-6-plJ699. Este plasmideo final possui 14.331 pb e seu esquema

completo é mostrado na figura 14.
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Figura 13. Analise eletroforética das digestoes dos plasmideos pULJP37-
acc(3)IV-CPL5-6-plJ699. Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricao
do vetor pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6-plJ699 com a digestao da enzima Xhol e
Xbal. Os tamanhos dos fragmentos a esquerda se referem a digestdo com a
enzima Xbal e a direita com Xhol. M1 = Marcador molecular Apingm, M2 =
Marcador molecular Ayg, M3 = Marcador molecular Ay, P1 = plasmideo
pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6-plJ699 digerido com Xbal, P2 = plasmideo pULJP37-
acc(3)IV-CPL5-6-plJ699 digerido com Xhol. As bandas especificas dos
fragmentos génicos estdo representadas pelas setas e seus respectivos
tamanhos.

Na anadlise de restricdo pode-se observar que houve a liberagdo de trés
fragmentos com a digestdo com Xbal, 8,6; 4,4 e 1,3 kb, confirmando a construgéo
correta do plasmideo. Embora aparega quatro sitios de Xbal na figura 14, um deles,
na posi¢cao 46 do plasmideo se perdeu na clonagem do fragmento de 4,92 kb no

vetor plJ699. A segunda confirmacéo foi feita com a digestdo da enzima Xhol, a qual

liberou também trés fragmentos de 7,5; 4,3 e 2,5 kb, comprovados pela figura 13.
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Figura 14. Mapa do vetor pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6-plJ699 construido nesta
tese.

Como o ultimo fragmento a ser inserido no vetor possuia os dois extremos
com Xbal, ndo é possivel saber a orientagdo correta deste fragmento de 4,92 kb no
plasmideo pULJP37-acc(3)IV-CPL5-6-plJ699, porém todas as outras orientagbes
construidas neste plasmideo estao corretamente representadas.

Com a montagem deste plasmideo, o mesmo foi inserido por choque térmico
em E. coli DH5a e subsequentemente na linhagem de Escherichia coli
ET12567[pUZ8002], a qual foi utilizada para a conjugagdo em Streptomyces
clavuligerus.

A conjugacdo foi feita e gerou-se conjugantes, ou seja, mutantes de
Streptomyces clavuligerus com o gene lat interrompido pela inser¢cdo do gene

acc3(1V). O mutante produzido apresenta resisténcia a canamicina e apramicina e
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sensibilidade a tioespreptona. Varias esporulagdes foram feitas para que a linhagem

recombinante apresentasse somente a resisténcia a canamicina e a apramicina.

3.14.1.2 Construgido do plasmideo pSKCPL1-2neoCPL7-8Hig para
produzir o mutante Streptomyces clavuligerus Acvm7P::neo por
disrupcdao do gene cvm7P da rota biossintética das clavamas 5S,
resistente a canamicina e higromicina

Streptomyces clavuligerus também produz clavamas, que sao moléculas
com estruturas similares a do acido clavulanico, mas com estereoquimica 5S em vez
de 5R. As cinco clavamas mais conhecidas sao: 2-carboximetilodenemclavama, 2-
formiloximetilclavama, 2-hidroximetilclavama, clavama-2-carboxilato e alanilclavama
(figura 3) e ndo possuem atividade inibidora de B-lactamases, mas alguns destes
representantes desta familia possuem atividade antifungica ou antibacteriana

(BROWN et al. 1976).

O gene cvm7P codifica um regulador transcricional especifico para a
biossintese das clavamas 5S. Tahlan e colaboradores (2007) mutaram o gene
cmv/P e constataram que este bloqueio elimina completamente a producado de
clavamas, mas n&o do acido clavulanico.

E com o intuito de investigar se a disrupcdo do gene cvm7P alteraria a
producdo de acido clavulanico em Streptomyces clavuligerus, foi construido o
mutante denominado Streptomyces clavuligerus cvm7P::neo. E para tal estudo dois
pares de iniciadores foram desenhados para a interrup¢do do gene cvm7P em
Streptomyces clavuligerus ATCC 27064. O fragmento de 1,9 kb, denominado CPL1-
2 corresponde a ORF1 a montante do gene cvm7P e o fragmento de 1,4 kb

correspondente ao gene cvm6P localizado a jusante do gene cvm7P, e ambos os
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fragmentos, foram amplificados por PCR utilizando-se DNA gendmico da linhagem
selvagem de Streptomyces clavuligerus como molde.

O fragmento CPL1-2 de 1,9 kb foi purificado do gel de agarose, ligado ao
plasmideo pGem-T e foi inserido em E. coli DH5a por choque térmico. A insergao
do fragmento foi comprovada por analise de restricdo, digerindo os plasmideos
recombinantes com as enzimas Hindlll/Xhol e com Smal/Pstl, ambas digestbes
duplas (dados nao mostrados). O fragmento CPL1-2 foi recuperado com a digestao
de Notl, purificado do gel de agarose e clonado no plasmideo pSK+ (pBluescript Il
SK (+/-)), previamente digerido também com a mesma enzima. Obtiveram-se muitos
clones recombinantes e seus plasmideos foram extraidos por mini-preparagdes e
uma nova digestdo com Notl foi feita para comprovagao do inserto CPL1-2 no vetor

pSK+ (figura 15).

M1 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 M2

ciMesse-cs

A A s BB o W

Figura 15. Analise eletroforética das digestoes dos plasmideos pSK-CPL1-2.
Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricao do vetor pSK-CPL1-2
com a digestao da enzima Notl. M1 = Marcador molecular Ayingn, M2 = Marcador
molecular Ayg, P1-P17 = plasmideo pSK-CPL1-2 digerido com Notl. As bandas
especificas dos fragmentos génicos e do plasmideo estao representadas pelas
setas e seus respectivos tamanhos.
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Na digestdo do plasmideo PSK-CPL1-2 com Notl foi liberado um fragmento
de 1,9 kb correspondente ao CPL1-2 e o fragmento de 2.961 pb correspondente ao
vetor pSK+, comprovando a correta montagem do plasmideo.

O outro fragmento de DNA denominado CPL7-8 foi amplificado por PCR
utiizando o DNA gendmico de Streptomyces clavuligerus como molde. Este
fragmento de 1,4 kb (a jusante do gene cvm7P) corresponde ao final do gene cvm7P
e grande parte do gene cvm6P. O fragmento CPL7-8 foi digerido com EcoRV e Pstl,
ligado ao plasmideo PSK+, previamente digerido com as mesmas enzimas e
inserido em E. coli DH500 por choque térmico. Cresceram muitos clones
recombinantes, dos quais seus plasmideos foram extraidos por mini-preparacdes, e
24 destes clones foram selecionados para as analises de restricdo. O novo
plasmideo foi denominado pSK-CPL7-8 e possui 4,4 kb de tamanho
aproximadamente.

Para se comprovar a inser¢dao do fragmento CPL7-8 no plasmideo, bem
como sua orientagdo, o plasmideo pSK-CPL7-8 foi digerido (digestdo dupla) com as

enzimas EcoRV/Pstl (figura 16).
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Figura 16. Analise eletroforética das digestoes dos plasmideos pSK-CPL7-8.
Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricao do vetor pSK-CPL7-8
com a digestao dupla das enzimas EcoRV/Pstl. M1 = Marcador molecular Ayingi,
M2 = Marcador molecular Ayg, P1-P16 = plasmideo pSK-CPL7-8 digeridos com
EcoRVI/Pstl. As bandas especificas dos fragmentos génicos e do plasmideo
estao representadas pelas setas e seus respectivos tamanhos.

A analise de restricdo mostrou que a construgao estava correta, pois havia
duas bandas de DNA, uma de 1,4 kb correspondente ao fragmento CPL7-8 e a outra
de 2,96 kb, correspondente ao plasmideo pSK+.

Para uma segunda confirmagdo da correta construgdo do plasmideo pSK-
CPL7-8 foi feita uma outra analise de restricdo, com a enzima BstXl. O plasmideo
recombinante foi digerido e apresentou duas bandas de DNA (dados n&do mostrados)
no gel de agarose 0,8%, uma de 1,4 e a outra de 2,96 kb, confirmando mais uma
vez a construgdo correta do plasmideo para a delegdo do gene cvm7P.

Duas lises alcalinas foram feitas para se extrair os plasmideos de pSK-

CPL1-2 e pSK-CPL7-8, dos clones 3 e 8, respectivamente. O fragmento CPL7-8 de

1,4 kb foi liberado apds digestao dupla com EcoRV/Pstl e ligado ao vetor pSK-CPL1-
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2, digerido previamente com a mesma enzima. Isto foi possivel, pois o sitio de
restricdo de Pstl esta somente a 6 pares de bases (a jusante) distante do sitio de
EcoRV. Este novo plasmideo foi denominado de pSK-CPL1-2-CPL7-8 e possui 6,26
kb de tamanho.

O plasmideo foi inserido em E. coli DH5a por choque térmico. Cresceram
muitos clones resistentes a ampicilina, caracteristica intrinseca do plasmideo
pBluescript Il SK (+/-), o qual possui o gene Amp. Destes, 24 foram selecionados
para a digestdo dupla com EcoRV/Pstl e o resultado da analise de 18 destes clones

esta mostrado na figura 17.

M1 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10P11P12P13 P14 P15P16 P17 P18 M2
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Figura 17. Analise eletroforética das digestoes dos plasmideos pSK-CPL1-2-
CPL7-8. Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricio do vetor pSK-
CPL1-2-CPL7-8 com a digestao dupla das enzimas EcoRV/Pstl. M1 = Marcador
molecular Ayg, M2 = Marcador molecular Ayinam, P1-P18 = plasmideo pSK-CPL1-
2-CPL7-8 digeridos com EcoRV/Pstl. As bandas especificas dos fragmentos
génicos e do plasmideo estao representadas pelas setas e seus respectivos
tamanhos.

A anadlise de restricdo com as enzimas EcoRV/Pstl mostrou que a nova

construcdo do plasmideo para a disrupgdo do gene cvm7P continuava correta,
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houve a liberacdo de um fragmento de 1,4 kb correspondente a parte do gene
cvm7P e do outro fragmento maior de 4.877 pb correspondendo ao vetor PSK-
CPL1-2.

O clone 5 foi escolhido para a extracdo de seu plasmideo por lise alcalina e
para as outras etapas da construcao do plasmideo final. O plasmideo pSK-CPL1-2-
CPL7-8 deste clone foi digerido com a enzima Xbal para receber um fragmento
génico do plasmideo pTC192-km. Este plasmideo contém o gene aphll, também
chamado neo, que confere resisténcia a canamicina e neomicina. O plasmideo
pTC192-km foi digerido com Xbal liberando um fragmento de 1.385 pb,
correspondente ao gene neo e outro de 2.668 pb do restante do plasmideo.

O fragmento correspondente ao gene neo de 1.385 pares de bases, com
extremidades Xbal, foi purificado do gel de agarose 0,8% (figura 18) para ser ligado

ao vetor pSK-CPL1-2-CPL7-8.
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Figura 18. Analise eletroforética das digestées dos plasmideos pSK-CPL1-2-
CPL7-8. Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricio do vetor pSK-
CPL1-2-CPL7-8 com a digestdao da enzima Xbal. M1 = Marcador molecular Ayg,
M2 = Marcador molecular Ayinam, F1 = fragmento de 1.385 pb (gene neo) do
plasmideo pTC192-km digerido com Xbal, P1 = 1 puL (diluigdo 1:2000) e P2 = 5
puL (diluigao 1:2000), ambos do plasmideo pSK-CPL1-2-CPL7-8 digeridos com
Xbal. As bandas especificas dos fragmentos génicos e do plasmideo estao
representadas pelas setas e seus respectivos tamanhos.

Ambos, gene neo e plasmideo pSK-CPL1-2-CPL7-8, digeridos com Xbal
foram ligados. O novo plasmideo foi denominado pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo (7,66 kb)
e inserido em Escherichia coli DH5a por transformagdo por choque térmico.
Cresceram varios clones recombinantes e oito destes foram selecionados para as

digestdes enzimaticas com Pstl e EcoRV (figura 19).
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Figura 19. Analise eletroforética das digestées dos plasmideos pSK-CPL1-2-
CPL7-8-neo. Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricao do vetor
pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo com a digestao dupla de EcoRV/Pstl. M1 = Marcador
molecular Aginam, M2 = Marcador molecular Ayg, P1-P8 = plasmideos pSK-CPL1-
2-CPL7-8-neo digeridos com EcoRV/Pstl. As bandas especificas dos
fragmentos génicos estdao representadas pelas setas e seus respectivos
tamanhos.

Da digestao dupla dos plasmideos pSK-CPL1-2-CPL7-8-ne0 com
EcoRV/Pstl, liberaram-se trés fragmentos distintos de: 0,83; 1,38 e 5,43 kb, e ambos
somados representam 7,64 kb do tamanho do plasmideo construido anteriormente,

confirmando os resultados e sua correta construcao.

Para outra confirmagao, trés novas digestdes foram feitas para se assegurar
a montagem do vetor. O plasmideo pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo foi digerido com as
enzimas; EcoRV, Sacl e Xbal (figura 20). A digestdo do plasmideo com a enzima
EcoRV e com Sacl linearizaria o plasmideo, enquanto que com a enzima Xbal

liberaria o gene neo de 1.385 pb, como observado na figura 20.
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Figura 20. Analise eletroforética das digestoes dos plasmideos pSK-CPL1-2-
CPL7-8-neo. Gel de agarose 0,8% mostrando a analise de restricido do vetor
pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo com a digestao das enzimas EcoRV, Sacl e Xbal. M1 =
Marcador molecular Agingm, M2 = Marcador molecular Ayg, P1-P3 = plasmideos
pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo digeridos com EcoRV, P4-P6 = plasmideos pSK-CPL1-
2-CPL7-8-neo digeridos com Sacl e P7-P9 = plasmideos pSK-CPL1-2-CPL7-8-
neo digeridos com Xbal. As bandas especificas dos fragmentos génicos e do
plasmideo estao representadas pelas setas e seus respectivos tamanhos.

Para se obter uma maior quantidade de plasmideos e para a continuagao da
construgao do vetor final para disrupgéo do gene cvm7P, foi feita uma lise alcalina

dos plasmideos dos clones 3 e 5.

O plasmideo pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo do clone 5 foi devidamente diluido e
digerido com Xhol. E logo apds, foi tratado com Klenow para o semi-preenchimento
com C e T. Paralelamente o plasmideo plJ10700 foi digerido com BamH| e também
foi tratado com Klenow sendo semi-preenchido com A e G. O plasmideo plJ10700
possui 4.545 pb e foi utilizado como fonte do gene hyg, que confere resisténcia a
higromicina. Este gene foi liberado quando o plasmideo plJ10700 foi digerido com

BamHI e apresenta 1,6 kb de tamanho. O gene hyg de plJ10700, purificado de gel
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de agarose foi ligado ao vetor pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo e foi clonado em E. coli

DH5a em transformacao por choque térmico.

O novo plasmideo recombinante foi denominado de pSK-CPL1-2-CPL7-8-
neo-hig (figura 21), possui 9,3 kb de tamanho, apresentando resisténcia a
higromicina, devido a insergdo do gene hyg e resisténcia a neomicina e canamicina,

provenientes do gene neo.
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Figura 21. Mapa esquematico do vetor pSK-CPL1-2-neo-CPL7-8-hig utilizado
para a disrupgao do gene cvm7P de Streptomyces clavuligerus.
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Apés a transformacdo em E. coli DH5a com o plasmideo pSK-CPL1-2-
CPL7-8-neo-hig, 131 clones foram obtidos, todos resistentes a canamicina e a
higromicina, quando cultivados em placa com agar e seus respectivos antibiéticos de
selecédo. Porém, somente 13 destes clones cresceram em meio liquido contendo TB
e higromicina. Estes mesmos foram utilizados para extragdo de seus plasmideos por
mini-preparagbes e digeridos com a enzima Pstl, bem como, o seu plasmideo

parental, pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo (figura 22).

M1 P4 P8

P12 P1 :

5,45 kb —

1,68 kb —
1,42 kb —

836 pb —

SR ik R - L i dadle i
T TN T T T AT A M0 O 11§ TRR"

Figura 22. Anadlise de restricao dos plasmideos pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo-hig,
em gel de agarose 0,8% mostrando os fragmentos apés as digestées com as
enzimas Pstl. M1 = Marcador molecular Aginam, M2 = Marcador molecular Agg,
M3 = Marcador molecular Aps;, P4-P32 = plasmideos pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo-
hig digeridos com Pstl e PP = plasmideo parental pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo
digeridos com Pstl. A esquerda estdo as bandas especificas liberadas na
digestdo dos plasmideos pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo-hig e a direita, o seu
parental pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo. Estas bandas especificas dos fragmentos
génicos estao representadas pelas setas e seus respectivos tamanhos.

Os tamanhos dos fragmentos liberados, apos a digestdo com Pstl estdo de
acordo com o esperado, sao eles: 836; 1.429; 1.582 e 5.455 pb. Para exemplificar

pode-se analisar o fragmento de 1.582 pb, que corresponde a digestao pela enzima
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Pstl cortando nos sitios de restricdo localizados nas posigbes 17 e 1.599 do
plasmideo pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo-hig. As analises dos outros fragmentos seguem

0 mesmo raciocinio, calculando-os quando se observa a figura 22.

E para outra confirmacao da construcéo do vetor pSK-CPL1-2-CPL7-8-neo-
hig, uma nova digestdo dos plasmideos dos clones 4, 13, 24 e 32, foi feita com as
enzimas de restricdo Dralll e Xbal (dados ndo mostrados), liberando os fragmentos
esperados e comprovando mais uma vez a correta constru¢cao do plasmideo para

disrupgao do gene cvm7P de Streptomyces clavuligerus.

Ap0Os estas analises de restricao, o plasmideo do clone 4 foi utilizado para a
transformacao de Escherichia coli ET12567[PUZ8002]. Dois tipos de placas com
agar foram feitas para se semear os clones recombinantes; uma com LB +
cloranfenicol + canamicina + ampicilina e outra com LB + cloranfenicol + canamicina
+ higromicina. Na placa que continha os antibidticos cloranfenicol, canamicina e
higromicina cresceram apenas seis clones, ao passo que, na outra placa cresceram
muitos clones. Este fato se deve provavelmente, pelo tipo de recombinacéo
homologa (simples ou dupla) que houve durante o processo de conjugacéo. Isto &,
quando houve uma recombinacdo homologa simples (em apenas um ponto), o clone
recombinante tem resisténcia a ampicilina, canamicina, neomicina e a higromicina.
Quando houver uma recombinagao homdéloga em dois pontos, o clone recombinante
apresenta resisténcia a canamicina e apresenta sensibilidade a higromicina.

Os clones recombinantes de Streptomyces clavuligerus (conjugantes)
passaram por sucessivas esporulacdes, em média de cinco a oito, a fim de que, por
meio dessas esporulagdes, o0s clones que apresentassem sensibilidade a

higromicina, perdessem a mesma e adquirissem somente resisténcia a canamicina.
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O mutante final foi denominado Streptomyces clavuligerus Acvm7P::neo e

possui fenétipo de resisténcia a canamicina.

3.14.1.3 Construgcdo do duplo mutante Streptomyces clavuligerus
Alat::apr Acvm7P::neo

Para produzir o duplo mutante, Streptomyces clavuligerus Alat::apr
Acvm7P::neo, foi utilizado o processo de conjugacdo. Como fonte doadora de
plasmideo utilizou-se a linhagem Escherichia coli ET12567[PUZ8002]pSK-CPL1-2-
CPL7-8-neo-hig e como receptora a linhagem de Streptomyces clavuligerus Alat::apr
com disrupgao do gene /at. Desta linhagem mutante, esporos e micélio do clone 11
de Streptomyces clavuligerus Alat::apr foram utilizados para a conjugacao. Por
conjugagao produziu-se 24 clones, sendo que oito foram provenientes de esporos e
16 clones provenientes de micélio, ambos da linhagem receptora.

Todos o0s duplos mutantes apresentaram fendtipo de resisténcia a
canamicina e para testar o outro fenétipo, a resisténcia a higromicina, a qual o duplo
mutante adquiriu; placas contendo meio TSA com higromicina foram preparadas e
os duplos mutantes semeados na mesma. Este teste foi positivo, pois os duplos
mutantes apresentaram também o fenodtipo de resisténcia a higromicina,

confirmando a nova disrup¢ao génica, a do gene cvm7P.
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3.14.2 Construcdao dos mutantes por inser¢ido do gene rpoZ de
Streptomyces coelicolor no genoma de Streptomyces clavuligerus

3.14.2.1 Plasmideo mono-cépia pRAneoZ para a inser¢ao do gene rpoZ
de Streptomyces coelicolor no genoma de Streptomyces clavuligerus

O plasmideo pRAneoZ (figura 23) foi construido e cedido pela Dra. Mdnica
Barriuso Iglesias da Universidade de Ledn — Espanha. Este plasmideo é constituido
de: uma cépia do gene rpoZ de Streptomyces coelicolor, oriT (origem de replicagao),
gene aac(3)IV (resisténcia a apramicina) e o gene neo (resisténcia a neomicina e
canamicina) e o mesmo apresenta 7.560 pb de tamanho.

O gene rpoZ é uma subunidade édmega de RNA polimerase, que esta
envolvido no inicio da esporulagcdo em Streptomyces aureofaciens. E em
Streptomyces kasugaensis esta relacionado com a produgao de antibiéticos e com o
seu processo de diferenciagao morfolégica.

A construcdo deste mutante, que tem uma coépia do gene rpoZ de S.
coelicolor tem como objetivo principal investigar a possivel implicagao do gene rpoZ
no metabolismo secundario de S. clavuligerus.

Este plasmideo foi construido clonando-se um fragmento de PCR (BamHI-
Xbal) de 550 nucleotideos com 273 nucleotideos do gene rpoZ de S. coelicolor,
precedidos por 225 nucleotideos a montante e 35-50 nucleotideos a jusante do
referido gene. O gene neo foi clonado na extremidade BamHI do produto de PCR,
porém nao foi possivel saber se 0 gene neo (1,38 kb) esta realmente na orientagao

representada no esquema do plasmideo.
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Figura 23. Mapa esquematico do vetor pRAneoZ para insergdo de uma copia
do gene rpoZ de Streptomyces coelicolor em Streptomyces clavuligerus.

O plasmideo que deu origem ao pRAneoZ foi o vetor pRA (RODRIGUEZ-
GARCIA et al. 2000) de 5.769 pb, por ser transferivel por conjugacgao, integrativo e
portanto, mono-copia. Este mesmo (pRA) ndo contém o gene neo e o gene rpoZ de
S. coelicolor e foi utilizado também nas fermentagcdes como controle para os estudos
dos efeitos destas mutagdes sobre a producdo de acido clavulanico em
Streptomyces clavuligerus.

O plasmideo pRA (figura 24) é derivado do vetor integrativo pSET152
(COMBES et al. 2002), e contém uma enzima integrase do virus ¢C31, a qual é
responsavel pela integragdo do plasmideo no genoma do hospedeiro, no caso, no
genoma de Streptomyces clavuligerus.

O plasmideo pRA (7.560 pb de tamanho), bem como o pRAneoZ foram

cedidos pela Dra. Monica Barriuso Iglesias da Universidade de Ledn — Espanha. O
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plasmideo pRAneoZ é constituido de: uma coépia do gene rpoZ de Streptomyces
coelicolor, oriT (origem de replicagido), gene aac(3)IV (resisténcia a apramicina), o
gene neo (resisténcia a neomicina e canamicina) e o sitio de integracéo attP (na

posicao 4624-4662).
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sec insert1\\ I It — CRPLUX

HindIl (5026) ~EcoRI(138)

BamHI (149)

sec insert2

ClaT (4606) Apall(754)
Neol(4547) pMB1
. pRA+
int
5769 bp I
HindIl (4057) é /aac(3)IV
T>C
attP / B \
Pel(3190) ;J " Pst1(2388)

Figura 24. Mapa esquematico do vetor pRA+. Este plasmideo serve de base
para a construgao do vetor pRAneoZ.

O plasmideo pRAneoZ foi construido clonando-se um fragmento de PCR
(BamHI-Xbal) de 550 nucleotideos com 273 nucleotideos do gene rpoZ de S.
coelicolor, precedidos por 225 nucleotideos a montante e 35-50 nucleotideos a
jusante do referido gene. O gene neo foi clonado na extremidade BamHI| do produto
de PCR, porém nao foi possivel saber se o gene neo (1,38 kb) esta realmente na
orientagcdo representada no esquema do plasmideo. E para se confirmar as
orientagdes de alguns genes, o par de iniciadores denominados secRA1 e secRA2
foi desenhado para se amplificar um fragmento de 2,2 kb do plasmideo

recombinante pRAneoZ (figura 25).
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Figura 25. Anadlise eletroforética das reacdoes do produto de PCR utilizando
DNA gendémico dos mutantes de Streptomyces clavuligerus pRAneoZ. Gel de
agarose 0,8% mostrando os produtos de PCR. M1 e M2 = Marcador molecular
Apst, F1-F14 = fragmento de 2,2 kb amplificado por PCR utilizando o DNA
genémico dos mutantes Streptomyces clavuligerus pRAneoZ. As bandas
especificas dos produtos de PCR estao representadas pela seta e seu
respectivo tamanho.

O par de iniciadores que foi desenhado, efetivamente amplificou o fragmento
de 2.200 pb do gene SCO1478 de S. coelicolor e o gene neo. O produto protéico de
SCO1478 é uma proteina pequena de 90 aminoacidos, uma subunidade omega (o)
de RNA polimerase de S. coelicolor, denominada RpoZ, correspondendo apenas a
270 nucleotideos, o restante de 1.930 pb corresponde a amplificagao do gene neo e
alguns nucleotideos a jusante do mesmo.

O vetor foi inserido em Escherichia coli DH5a. por choque térmico e
produziram-se muitos clones recombinantes. E sucessivamente transformou-se a
linhagem de E. coli ET12567[PUZ8002]. Seus plasmideos, pRAneoZ, foram
extraidos para serem digeridos e verificar sua correta construcao, utilizando-se as
seguintes enzimas: BamH|, Ncol, Pvull, Sacl, Xbal, Xhol, e BamHI|/Xbal (digestao

dupla). Esses resultados sao apresentados na figura 26.
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Figura 26. Analise eletroforética das digestbes do DNA gendémico dos
mutantes de Streptomyces clavuligerus pRAneoZ. Gel de agarose 0,8%
mostrando a analise de restricio do DNA genémico dos mutantes com as
digestoes das seguintes enzimas: BamH]I, EcoRV, Ncol, Xbal e BamH|I/Xbal. M1
= Marcador molecular Apingm, M2 = Marcador molecular Aye, M3 = Marcador
molecular Ay, F1-F7 = fragmento/plasmideo linearizado, digeridos com as
enzimas de restrigdo; BamHI, Ncol, Pvull, Sacl, Xbal, Xhol, e BamHlI/Xbal,
respectivamente.

Para nao sobrecarregar a figura 26 os tamanhos dos fragmentos liberados
de DNA n&o foram mostrados, mas de uma maneira geral, pode-se afirmar que: (1) a
coluna F1 corresponde ao plasmideo pRAneoZ linearizado com a digestdo de
BamH]; (2) a coluna F2 corresponde ao plasmideo digerido com Ncol liberando dois
fragmentos, um de 2.745 e o outro de 4.815 pb; (3) a coluna F3 corresponde ao
plasmideo digerido com Pwvull liberando trés fragmentos, um de 6.252, 938 e outro
fragmento de 370 pb que n&o aparece no gel, devido ao seu pequeno tamanho; (4) a
coluna F4 corresponde a digestdo do plasmideo com Sacl liberando dois

fragmentos, um de 751 e outro de 6.809 pb; (5) a coluna F5 corresponde a digestao
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com Xbal liberando um fragmento de 1.951 e 5.609 pb; (6) a coluna F6 corresponde
a digestdo do plasmideo com Xhol liberando um fragmento de 1.650 e outro de
5.910 pb; (7) a coluna F7 corresponde a digestdo dupla do plasmideo com
BamHI/Xbal liberando trés fragmentos de 556, 1.395 e 5.609 pb. O fragmento de
DNA de 556 pb da coluna C7 n&o pode ser visto, devido ao seu pequeno tamanho.
A digestdo com a enzima Sacl pelo desenho do plasmideo (figura 28) teria apenas
dois fragmentos liberados, mas na revelagdo do gel de agarose, apresentou trés
fragmentos génicos de aproximadamente; 2.800, 800 pb e um outro fragmento entre
3.530 e 4.268 pb. O fragmento de 800 pb poderia ser aquele do desenho do
plasmideo (751 pb) e com isto, parece entdo, que ha um outro sitio de restricao de
Sacl no plasmideo pRAneoZ. Porém a soma destes trés fragmentos apresenta

aproximadamente 7.560 pb, o que equivale o tamanho do vetor pRAneoZ.

3.14.2.2 Plasmideo pAMB4 utilizado como controle do plasmideo multi-
copia do gene rpoZ de S. coelicolor

O vetor pAMB3 foi o plasmideo base para a construcdo do plasmideo
pAMB4. O plasmideo pAMB3 possui 6963 pb de tamanho e possui resisténcia a
ampicilina. Sua construgao seguiu os seguintes passos: (1) o plasmideo pAMB3 foi
digerido com a enzima BamHl|, linearizando-o; (2) o plasmideo pTC192-km foi
digerido também com a mesma enzima para liberar o gene aphll, que possui
resisténcia a canamicina; (3) ligagao do gene aphll com o plasmideo pAMB3, ambos
com extremidades BamHI| e denominados pAMB3-aphll ou, simplesmente pAMB4;
(4) transformacdo de E. coli DHS5o por choque térmico; (4) confirmagdo da
construcdo por anadlise de restricdo; e (5) transformacdo de E. coli

ET12567[PUZ8002] por conjugacgao.
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Quando E. coli DH5a foi transformada com o plasmidedo pAMB4 por
choque térmico cresceram muitos clones recombinantes, dos quais foram extraidos
seus plasmideos por mini-preparagdes e digeridos com BamH| e EcoRIl/Xhol

(digestao dupla) para confirmar sua correta construgéo (figura 27).

Na digestdo com BamHI| liberou-se dois fragmentos: um de 1.379 e outro de
6.963 pb e na digestdo com as enzimas EcoRIl/Xhol liberou-se outros dois
fragmentos, de 2.773 e 5.569 pares de bases. Em ambas as analises de restrigdo a
soma dos fragmentos perfazem um total de 8.342 pb, o qual encaixa com o tamanho
esperado do plasmideo pAMB4 (figura 28), confirmando sua correta construgao.

Este plasmideo contém o cassete de resisténcia a ampicilina e canamicina.

M1 P2 P8 P16 P18 P2 P8 P16 P18
6.963 pb — . et Gl ashs s b

| e s . s < 2.273 pb

« 5.569 pb

P
1.379 pb — | —— — —

Figura 27. Analise eletroforética das digestoes do plasmideo pAMB4. Gel de
agarose 0,8% mostrando a analise de restricdo do plasmideo dos mutantes
com as digestoes das seguintes enzimas: BamHI e EcoRl/Xhol. M1 = Marcador
molecular Ayg, P2-P18 = fragmentos liberados quando digeridos com as
enzimas de restricio BamHI (a esquerda no gel) e P2-P18 = fragmentos
liberados na digestdao dupla com as enzimas de restricao EcoRl/Xhol (a direita
no gel). As bandas especificas dos fragmentos génicos estdo representadas
pelas setas e seus respectivos tamanhos.
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Figura 28. Mapa esquematico do plasmideo pAMB4, com a origem de
replicacao oriT, e cassete de resisténcia a ampicilina e a canamicina.

O plasmideo do clone 8 foi utilizado para a transformacdo de E. coli
ET12567[PUZ8002] e muitos clones cresceram em placas com agar, LB,

cloranfenicol, canamicina e ampicilina.

O plasmideo pAMB4 foi inserido em esporos de S. clavuligerus por
conjugagao. O plasmideo pAMB4 é um vetor bi-funcional E. coli - Streptomyces
clavuligerus, multi-copia, com replicagao autbnoma e com marcadores de resisténcia

a ampicilina e a canamicina, sem o gene rpoZ de S. coelicolor.
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3.14.2.3 Plasmideo pAMB3rpoZneo multi-copia do gene rpoZ de S.
coelicolor

O plasmideo pAMB3rpoZneo € um vetor multi-copia, bi-funcional Escherichia
coli — Streptomyces de replicagdo autbnoma com marcadores de resisténcia a
ampicilina e a canamicina com o gene rpoZ de Streptomyces coelicolor. A base para
a construgcédo deste plasmideo foi o plasmideo pAMB2, o qual foi digerido com a
enzima de restricdo Sacl para perder o gene acc3(lV). Este novo plasmideo
denominado pAMB3 sem o gene de resisténcia a apramicina foi religado e possui
6.963 pb.

O plasmideo pRAneoZ foi digerido com Xbal liberando 1,9 kb, o qual contém
o gene rpoZ de S. coelicolor e o gene neo, e foi ligado ao vetor pAMB3. O novo

plasmideo foi denominado pAMB3RpoZneo e possui 8.915 pb (figura 29).
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Figura 29. Mapa esquematico do plasmideo pAMB3RpoZneo, com a origem de

replicacao oriT, cassete de resisténcia a ampicilina e a canamicina e o gene
RpoZ de Streptomyces coelicolor.

Todas as etapas da construgao deste vetor foram confirmadas por analises

de restricdo (dados ndo mostrados) e pelo sistema de eletroforese horizontal em gel
de agarose 0,8%.

3.15 Softwares utilizados e analise estatistica

Os graficos com os dados analisados apresentados nas figuras foram feitos

no programa Origin 6.0. As figuras dos plasmideos foram feitas no programa Vector

NTI 10 e as analises estatisticas, no programa Origin 7.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inativagao da rota biossintética da cefamicina C pela disrupgao do
gene Jat

Cefamicina C € um composto B-lactdmico, produzido por Streptomyces
clavuligerus, que age na biossintese da parede celular, inibindo as reacbes de
transpepitizagcdo e impedindo a formacédo das ligagbes entre os tetrapeptideos,
ocasionando a perda da rigidez da parede celular.

O DNA gendmico de cinco mutantes Streptomyces clavuligerus Alat::apr foi
extraido para confimar se o gene /at havia sido realmente sofrido a disrupgao (figura

30).
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Figura 30. Analise eletroforética da amplificagao dos produtos de PCR
utilizando o par de iniciadores LAT-AK-F e LAT-AK-R, desenhados para
amplificar um fragmento de 547 pb de gene /at. M1 = Marcador molecular Ayg,
M2 = Marcador molecular Ay, F1 = fragmento de 547 pb do gene /at da
linhagem selvagem de S. clavuligerus, C9-C18 = colunas no gel de agarose
com DNA molde dos respectivos clones mutantes de Streptomyces
clavuligerus Alat::apr.

Como pode ser visto na figura 30 (coluna F1), apenas o DNA genbmico
utilizado como molde na reagcdo de PCR com o par de iniciadores desenhados para
amplificar o gene lat de S. clavuligerus da linhagem selvagem foi amplificado. Nao
houve amplificagcdo por PCR quando foi utilizado o DNA gendémico dos mutantes
Streptomyces clavuligerus Alat::apr, comprovando mais uma vez a disrup¢ao do
gene lat.

Streptomyces clavuligerus produz cefamicina C em varios meios de cultivo, e
neste trabalho o meio TSB/Agar foi escolhido para este bioensaio. Cefamicina C é
usualmente quantificada pelo ensaio microbioldgico utilizando uma linhagem super

sensivel a compostos B-lactamicos de cefalosporinas, chamada de Escherichia coli
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Ess22-35. O bioensaio proposto por Romero et al., (1984) mede todos os
antibidticos presentes na amostra, como por exemplo: cefamicina C,
deacetoxicefalosporina C, e deacetilcefalosporina, porém estes dois ultimos estao

presentes em pequenas quantias no caldo de fermentagao.

Figura 31. Bioensaio mostrando a produg¢ao de cefamicina C pela linhagem
selvagem (wt). Note que os mutantes (numeros 12, 13 e 18) Streptomyces
clavuligerus Alat::apr, nao produzem Cef C.

Cefamicina C € um composto B-lactamico e de maneira similar as penicilinas
e as cefalosporinas, que atua na biossintese da parede celular inibindo a enzima
envolvida na transpeptizagdo, responsavel pela ligacdo entre as cadeias de
tetrapeptideos do peptideoglicano, ocasionando uma perda na rigidez da parede
celular. No entanto, cefamicina C em frente a penicilina G ou Cefalosporina C, s é

produzido por bactérias. Streptomyces clavuligerus produz cefamicina C em varios

meios de cultivo, entre eles o TSB. Cefamicina C é quantificada por um teste
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microbiolégico utilizando uma linhagem supersensivel a antibiéticos B-lactamicos,
chamada Escherichia coli Ess22-35.

O bioensaio consiste em adicionar uma aliquota (60 uL) do caldo
fermentativo na placa contendo meio LB/agar e a linhagem de Escherichia coli
Ess22-35 e quando cefamicina C esta presente no caldo de fermentacdo um halo de
inibicdo é formado, constatando sua presenca. Neste trabalho o bioensaio (figura 31)
acima descrito foi utilizado para mais uma comprovagao da disrupg¢ao do gene /at de
Streptomyces clavuligerus, do mutante denominado Alat::apr. Como pode ser visto
na figura 31, os mutantes S. clavuligerus Alat::apr produzidos por disrupgao génica
nao produzem cefamicina C, mas produzem acido clavulanico detectado por HPLC,

segundo o método de Foulstone e Reading (1982).

4.2 Producao de acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus
Alat::apr e Streptomyces clavuligerus Alat::apr Acvm7P::neo

4.2.1 Produgao de acido clavulanico em meio SA por Streptomyces
clavuligerus Alat::apr e Streptomyces clavuligerus Alat::apr Acvm7P::neo

Primeiramente dosou-se a producdo de acido clavulanico em meio SA, a
base de amido e L-asparagina. A linhagem selvagem e cinco clones mutantes S.
claguligerus Alat::apr foram comparados quanto a produgédo de acido clavulanico

(figura 32).
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Figura 32. Producio de acido clavulinico em meio SA da linhagem selvagem e mutantes
S. claguligerus Alat::apr. (A) producao especifica, (B) concentracio de acido clavulanico
e (C) concentracio de DNA.

Embora os resultados parecam apontar para uma maior producdo de AC
(figura 32) pela linhagem selvagem, a analise de variancia (ANOVA) mostrou que
nao ha diferenca estatistica significativa, ao nivel de 5% de significancia, entre os
dados, quando comparados entre a linhagem selvagem e os mutantes S.
clavuligerus Alat::apr. Comparando-se a concentragdo de DNA e a produgdo
especifica, também nao ha diferenca estatistica significativa ao mesmo nivel de
significancia.

Paradkar e colaboradores (2001) também utilizaram a tecnologia do DNA
recombinante para desenvolver uma linhagem mutante por disrup¢éo do gene /at em
Streptomyces clavuligerus. A produgdo de AC destes mutantes foi duas a duas

vezes e meio maior em relagdo a linhagem selvagem. Os seus resultados foram
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apresentados de uma forma nao convencional, os dados foram expressos em
concentragdo de AC (mg/L) pela densidade 6tpica a 600 nm do cultivo analisado.
Para efeito de comparagao, e supondo-se OD = 10, a maxima concentracdo de
acido clavulanico para os mutantes foi 118,0 mg/L em meio de cultivo SA, valores
estes superiores encontrados neste trabalho.

Zhihan e Yanping (2006) na Coréia também mutaram Streptomyces
clavuligerus NRRL3585 por disrupgao no gene /at e seus titulos maximos de acido
clavulanico foram 269,8 mg/L em cultivo de seu mutante. Este valor foi o dobro da
concentracdo encontrada na linhagem selvagem. Nos dois casos, quando se
compara a produgao de acido clavulanico entre a linhagem selvagem e o mutante
nao produtor de cefamicina C, parece haver uma correlagao direta do efeito da
mutacado do gene /at na producédo de acido clavulanico, ou seja, 0 mutante produz
quase sempre o dobro de acido clavulanico.

Os resultados encontrados neste trabalho estdo em desacordo com as
pesquisas realizadas por Paradkar e colaboradores (2001) e Zhihan e Yanping
(2006). O mutante Streptomyces clavuligerus Alat::apr nao produtor de cefamicina C
nao apresentou nenhuma mudanga na produgdo de &cido clavulanico quando

comparado com a linhagem selvagem.

4.2.2 Producéao de acido clavuldanico em meio a base de 6leo vegetal por
Streptomyces clavuligerus Alat::apr e Streptomyces clavuligerus
Alat::apr Acvm7P::neo

Lipidios sao considerados componentes essenciais do meio de cultivo na

industria  de antibidticos porque possuem propriedades naturais como
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antiespumantes, por apresentarem-se como uma fonte de carbono e, segundo Large
et al., (1999), também podem aumentar a produg¢ao de metabdlitos secundarios.

O meio de cultivo a base de d6leo e farinha de soja, estabelecido por
Maranesi (2005) é rotineiramente utilizado no laboratério de bioquimica do PPGEQ-
UFCar. E quando utilizado em processos fermentativos com Streptomyces
clavuligerus apresenta altos titulos de acido clavulanico.

O meio de cultivo a base de 6leo e farinha de soja (MARANESI, 2005) foi

utilizado para as fermentacdes neste trabalho e os resultados estdo apresentados na

figura 33.
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Figura 33. Producao de acido clavulanico em meio a base de 6leo vegetal e farinha de
soja da linhagem selvagem e mutante S. claguligerus Alat::apr e S. claguligerus Alat::apr
Acvm7P::neo.

O tempo total das fermentagdes foi de 144 horas, € nos tempos 84 e 96
horas, o mutante S. claguligerus Alat::apr produziu mais AC que a linhagem

selvagem. Porém, ao nivel de 5% de significancia a analise de variancia mostrou
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nao haver diferenca estatistica significativa nos resultados. Estes resultados estao
em oposi¢cao aos encontrados por Paradkar et al., (2001), e por Zhihan e Yanping
(2006), onde se aponta que, a inativagdo completa da rota biossintética da
cefamicina C, implicaria em uma maior produg¢ao de AC pelo mutante com disrupgao
no gene lat.

O duplo mutante, Streptomyces clavuligerus Alat::apr Acvm7P::neo, que
sofreu duas disrupgdes génicas, dos genes lat e cvm7P, é deficiente da produgao de
cefamicina C e das clavamas 5S, pois suas rotas biossintéticas foram
completamente eliminadas. O intuito de produzir este mutante foi ampliar a produgao
de acido clavulanico pela eliminagao de vias bioquimicas, porém, contrariamente o
esperado, se observou a menor produg¢ao de acido clavulanico neste mutante.

Paradkar et al., (2001), ainda delecionaram o gene cvm1 da rota
biossintética das clavamas 5S, e junto com o outro mutante com a disrupgdo no
gene lat produziram o duplo mutante delecionado nas rotas da cefamicina C e das
clavamas 5S. Este duplo mutante aumentou apenas em torno de 10% a producéao de
acido clavulanico em relagéo a linhagem selvagem.

Um passo importante na producdo do duplo mutante foi a construcédo do
mutante Streptomyces clavuligerus Acvm7P::neo, incapaz de produzir as clavamas
5S. O cultivo deste mutante nao foi estabelecido no laboratério de bioquimica do
PPGEQ-UFSCar e consequentemente nédo foi possivel avaliar o padrdao de
fermentagcdes deste mutante. Como este mutante representa uma etapa
intermediaria na constru¢ao do duplo mutante, a producdo de acido clavulanico
desta linhagem é uma incognita, e seus resultados talvez pudessem esclarecer

melhor a baixa producéo de acido clavulanico do duplo mutante.
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Neste trabalho, o mutante nao produtor de cefamicina C mostrou nenhuma
variagdo na producdo de acido clavulanico, neste caso a eliminagdo da via
bioquimica da cefamicina C nao trouxe efeitos benéficos na produtividade de acido
clavulanico. Por outro lado, o duplo mutante diminuiu drasticamente o titulo de AC,
quando comparado com a linhagem selvagem. A base para este fenbmeno de
produtividade ¢é dificil de analisar, desde que a natureza da mutacdo ndo é
determinada. Respostas para estas questdes podem depender do tipo de interacao
que existe entre as rotas biossintéticas da cefamicina C e do acido clavulanico

(ZHIHAN e YANPING, 2006).

4.2.3 Atividade lipolitica por Streptomyces clavuligerus Alat::apr e por
Streptomyces clavuligerus Alat::apr Acvm7P::neo

Para que um lipidio seja utilizado como fonte de energia e carbono, € preciso
que ocorra a hidrélise do triacilglicerol pela agao de lipases. Lipases frequentemente
sdo enzimas induziveis e indutores como 6leos sdo necessarios para a produgao de
lipases (MAIA et al., 2001).

Quando ocorre a lipdlise, o glicerol liberado na hidrélise enzimatica (pela
acao de lipases) é fosforilado e oxidado a dihidroxiacetona fosfato, que entdo é
isomerizado a gliceraldeido-3-fosfato. Este € um intermediario das vias glicoliticas e
glicogénica. Entao o glicerol pode ser convertido em glicose ou piruvato, por outras
reagoes enzimaticas. O processo inverso também pode ocorrer, glicerol e
intermediarios glicoliticos sao prontamente interconvertidos (VOET et al., 2000).

Neste trabalho, para um entendimento melhor da utilizagdo do 6leo vegetal,

meio de cultivo estabelecido por Maranesi (2005), como fonte de carbono pela
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linhagem bacteriana, foi dosado a atividade lipolitica no sobrenadante das

fermentagdes das linhagens selvagem e dos mutantes. Os resultados sdo mostrados

na figura 34.
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Figura 34. Atividade lipolitica do sobrenadante dos cultivos de Streptomyces clavuligerus
selvagem e dos mutantes, Streptomyces clavuligerus Alat::apr e Streptomyces clavuligerus
Alat::apr Acvm7P::neo.

Duas analises estaticas foram realizadas para verificar a significancia dos
dados. A primeira andlise de variancia (ANOVA) feita com os dados de todas as
linhagens ndo mostrou diferenga estatistica significativa entre a linhagem selvagem
e Streptomyces clavuligerus Alat::apr Acvm7P::neo (duplo mutante). J&4 na segunda
analise de variancia, feita somente entre a linhagem selvagem e o duplo mutante,
claramente mostrou diferenga estatistica significativa entre as linhagens em questao.

Varios testes de significancia foram realizados apés a ANOVA, foram eles: teste
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exato de Fisher, Scheffé, Tukey, Newman-Keuls e Duncan. Todos estes testes, em
nivel de significancia de 5% demonstraram que houve diferenca estatistica

significativa entre os dados da linhagem selvagem e do duplo mutante.

Claramente se observa um padrdo de respostas que relaciona a produgao
de acido clavulanico e a atividade lipolitica. Neste bloco de mutantes, por disrupgcao
génica nota-se que a atividade de lipase € maior onde a producédo de AC também é
mais alta. Somente nos tempos de 108, 120 e 144 h de cultivo, a atividade lipolitica
do mutante S. clavuligerus Alat::apr foi maior que a atividade da linhagem selvagem.
Nestes mesmos tempos a atividade lipolitica se elevou significantemente,
provavelmente pela exaustdo do glicerol. Porém, o comportamento do duplo mutante
sempre foi 0 mesmo; ou seja, a produgao de acido clavulanico e a atividade lipolitica

foram sempre diretamente proporcionais.

Esta relacédo € dbvia e parece estar bem claro nos resultados deste estudo
que: (1) o d6leo de soja presente no meio de cultivo parece agir sob efeito indutivo na
producdo da lipase extracelular; (2) o microrganismo pode utilizar também como
fonte de carbono, os produtos da lipdlise do triglicerideo, aumentando assim a
producdo de acido clavulanico; (3) consequentemente, de uma maneira geral pode-
se dizer que: quanto maior a atividade lipolitica, maior a producédo de AC; e (4)
parece haver uma relacdo entre as rotas biossintéticas do AC e da inducado de

lipase.

De uma maneira geral a produgdo de lipase por todas as linhagens de
Streptomyces clavuligerus neste trabalho € muito superior a encontrada por outros

autores. Esses dados podem ser visualizados por meio da analise da tabela 5.
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Tabela 5. Atividade lipolitica encontrada em varios microrganismos

Microrganismo Atividade lipolitica  Referéncia

(U/L)
Geobacillus sp. 350,0 ABDEL-FATTAH, 2002.
Burkholderia multivorans 49.000,0 GUPTA, et al., 2007
Antrodia cinnamomea 25.000,0 CHIN-HANG, et al., 2006
Metarhizium anisopliae 4.970,0 SILVA, et al., 2005
Aspergillus niger 41.000,00 MAHADIK, et al., 2004
Aspergillus niger 4.230,0 ELLAIAH, et al., 2004
Thermus thermophilus 120,0 DOMINGUEZ, et al., 2005
Pichia pastoris KM71 15.300,0 JIANG, et al., 2006
(recombinante)
Rhizopus chinensis 13.875,0 TENG e XU, 2008
Stretomyces clavuligerus 13.657,43 Este trabalho, 2010
(selvagem)
Stretomyces clavuligerus RA 10.594,95 Este trabalho, 2010
Stretomyces clavuligerus 24.595,79 Este trabalho, 2010
pRAneoZ
Stretomyces clavuligerus 45.310,61 Este trabalho, 2010



98

pAMB4

Stretomyces clavuligerus 22.345,48 Este trabalho, 2010
PAMB3RpoZneo

Stretomyces clavuligerus 14.439,03 Este trabalho, 2010
Alat::apr

Stretomyces clavuligerus Este trabalho, 2010

301,83
Alat::apr Acvm7P::neo

Observacgdo: a atividade lipolitica encontrada no sobrenadante dos cultivos da linhagem selvagem e
dos mutantes, neste trabalho, sdo valores médios.

Relevante ressaltar que quando Gupta e colaboradores (2007) estudaram a
lipase produzida por Burkholderia multivorans, foi em processo fermentativo em
biorreator em uma condicéo otimizada.

Os valores da atividade lipolitica das linhagens deste trabalho estdo entre os
encontrados por outros autores relacionados na tabela 5, porém a comparacao é
relativa, pois as condigdes e os meios de cultivos, bem como os microrganismos sao
outros.

Existem apenas dois trabalhos que tratam de lipases de Streptomyces, o
primeiro realizado por Large et al. (1999) que explorou a atividade lipolitica por
varias espécies de Streptomyces, tais como: Streptomyces lividans, clavuligerus,
coelicolor, rimosus, € uma linhagem recombinante, Streptomyces erythreus.

O outro trabalho foi desenvolvido por Hyung-Soo e Park (2007) que trata de
uma linhagem de Streptomyces que produz tacrolimus, um antibiético com atividade
imunossupressora. Nestes, a atividade lipolitica foi determinada por processo

titulométrico e nédo por espectrofotometria, como neste trabalho, impossibilitando
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comparagoes. Outro fato interessante encontrado neste trabalho e cujos resultados
estdo em desacordo com as pesquisas acima mencionadas é o fato que a lipase
neste estudo foi determinada no sobrenadante do caldo de fermentacdo. Estes
resultados acordam com as lipases atualmente sequenciadas (NZ_DS570672,
NZ_CMO000913) de Streptomyces clavuligerus. Nestes sequenciamentos as lipases
sao secretadas, e possivelmente apresentam peptideo sinal.

Large et al. (1999) e Hyung-Soo e Park (2007) afirmam que a lipase de
Streptomyces € encontrada apenas no caldo fermentativo sem centrifugagéo e no
"pellet". Eles concluem que a atividade de lipase esta associada com a célula
bacteriana e nao é extracelular, o que esta em contradigdo com os resultados deste
trabalho. Embora os trabalhos designados por Hyung-Soo e Park (2007) tratam de
experimentos com uma linhagem nova de Streptomyces clavuligerus, designada

CKD1119, neste caso, a comparacao € apenas referencial.

4.3 Producao de acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus
pRAneoZ

4.3.1 Producao de acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus
pRAneoZ em meio de cultivo SA

A producdo de acido clavulanico em meio de cultura SA, a base de amido

esta mostrada na figura 35.
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Figura 35. Producao de dcido clavulanico em meio SA da linhagem selvagem e mutantes
8. claguligerus RA e S. claguligerus pRAneoZ. (A) producio especifica, (B) concentracgao
de DNA e (C) concentracio de acido clavulanico.
Ao nivel de 5% de significancia ndo houve diferenga estatistica significativa
entre todos os parametros analisados: producdo de AC, produgao especifica e
concentracdao de DNA.
Estes resultados apontam que o mutante S. clavuligerus pRAneoZ, com a
insercao de uma copia do gene rpoZ de S. coelicolor em S. clavuligerus nao tem
efeito significativo na producdo de AC, quando ambas linhagens cultivas em meio

SA.
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4.3.2 Producao de acido clavulanico por Streptomyces clavuligerus
pRAneoZ em meio de cultivo a base de 6leo soja

O gene rpoZ (gene SCO171478) de Streptomyces coelicolor codifica uma
proteina pequena, aproximadamente com 90 aminoacidos, uma subunidade
hipotética da cadeia 6mega (w) de RNA polimerase.

Em outros microrganismos como Streptomyces kasugaensis, foi verificado
que este gene esta relacionado com a produgao do antibiético kasugamicina e com
o processo de diferenciacdo morfologica (KOJIMA et al., 2002).

O mutante Streptomyces clavuligerus RA foi utilizado como controle do
mutante Streptomyces clavuligerus pRAneoZ, o que realmente contém o gene rpoZ
de S. coelicolor. A produgéo de acido clavulanico para este conjunto de mutantes é

apresentada na figura 36.
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Figura 36. Producio de acido clavulinico em meio a base de 6leo e farinha de soja, da
linhagem selvagem e mutantes S. clavuligerus RA e S. clavuligerus pRAneoZ.

A andlise de variancia ao nivel de 5% de significAncia mostrou que houve
diferenca estatistica significativa entre os valores de acido clavulanico entre a
linhagem selvagem e o mutante S. claguligerus pRAneoZ. E em todos os tempos
nas fermentagdes a producdo de AC pelo mutante S. claguligerus pRAneoZ foi
sempre maior em relagao a linhagem selvagem.

A insergdo de uma cépia do gene rpoZ de S. coelicolor em Streptomyces
clavuligerus aumenta a produgdo de acido clavulanico, sendo, portanto, este
mutante candidato para outros trabalhos de fermentagdo, seja em biorreator em

batelada ou em batelada alimentada.
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4.3.3 Atividade lipolitica de Streptomyces clavuligerus pRAneoZ

O maior valor da atividade lipolitica foi em 120 horas de cultivo para a

linhagem selvagem, neste tempo a produgdo de AC por esta linhagem ainda nao

tinha atingido seu pico maximo (figura 37).
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Figura 37. Atividade lipolitica do sobrenadante dos cultivos de Streptomyces
clavuligerus selvagem e dos mutantes, Streptomyces clavuligerus RA e
Streptomyces clavuligerus pRAneoZ.

A atividade lipolitica do mutante Streptomyces clavuligerus pRAneoZ
apresenta titulos maiores do que mutantes construidos por disrupgao génica.
Fazendo-se uma comparacao entre esses tipos de mutantes, observa-se que; a

atividade lipolitica da linhagem Streptomyces clavuligerus pRAneoZ chega a 1,7
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vezes maior que a atividade do mutante Alat::apr e 81 vezes maior que o duplo
mutante.

Analisando a atividade lipolitica neste mutante, a ANOVA mostra que ndo ha
diferenga estatistica significativa entre os resultados, comparando-se a linhagem
selvagem e o mutante Streptomyces clavuligerus pRAneoZ, em nivel de 5% de
significancia. Porém, este mutante produz altos niveis de lipase, que poderia ser

explorado industrialmente.

4.4 Analise de acido clavulanico em cultivo a base de 6leo e farinha de
soja da linhagem selvagem e dos mutantes Streptomyces clavuligerus
pAMB4 e Streptomyces clavuligerus pAMB3RpoZneo

A producédo de acido clavulanico para a linhagem selvagem e para os
mutantes Streptomyces clavuligerus pAMB4 e Streptomyces clavuligerus

pPAMB3RpoZneo € mostrada na figura 38.
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Figura 38. Producio de acido clavulanico em meio a base de d6leo e farinha de soja, da
linhagem selvagem e mutantes S. clavuligerus pAMBA4 e S. clavuligerus pAMB3RpoZneo.

O mutante S. clavuligerus pAMB4, apresentou niveis semelhantes de acido
clavulanico no processo fermentativo, quando comparados com a linhagem
selvagem. Este mutante contém plasmideo multi-cépia, com replicagdo autbnoma e
com marcadores de resisténcia a ampicilina e a canamicina, sem o gene rpoZ de S.
coelicolor e foi elaborado e utilizado apenas como controle do mutante S.
clavuligerus pAMB3RpoZneo.

A produgdo de acido clavulanico pelo mutante S. clavuligerus
pPAMB3RpoZneo, que contém multiplas copias do gene rpoZ de S. coelicolor, foi
maior que da linhagem selvagem. O teste estatistico de Fisher em nivel de
significancia de 5% e o teste de Newman-Keuls (o. = 1%) mostrou que ha diferenca

estatistica significativa entre os resultados.
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O gene rpoZ codifica uma subunidade ® de RNA polimerase e esta
relacionado com a produgdo de kasugamicina, um antibidtico aminoglicosideo
(KOJIMA et al., 2002) e com a morfogénese de Streptomyces kasugaensis. Neste
estudo a inser¢cdo do plasmideo contendo copias do gene rpoZ de S. coelicolor
aumenta efetivamente a producédo de acido clavulanico, por um mecanismo ainda
desconhecido, que precisa ser investigado e estudado.

Pelo seu titulo de 4&acido clavulanico, o mutante S. clavuligerus
pPAMB3RpoZneo poderia ser escolhido também para futuros estudos em processos

fermentativos em biorreator.

4.4.1 Atividade lipolitica da linhagem selvagem e dos mutantes S.
clavuligerus pAMB4 e S. clavuligerus pAMB3RpoZneo

A producdo de lipase pelo mutante controle Streptomyces clavuligerus
pAMB4 foi maior que a da linhagem selvagem (figura 39), analisando-se os dados
de atividade de lipase em nivel de 5% de significancia pela ANOVA. Porém, este
mutante ndo contém o gene rpoZ de S. coelicolor, e foi construido como plasmideo

controle para o outro mutante (S. clavuligerus pAMB3RpoZneo).
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Figura 39. Atividade lipolitica do sobrenadante dos cultivos de Streptomyces clavuligerus
selvagem e dos mutantes, Streptomyces clavuligerus pAMB4 e Streptomyces clavuligerus
PAMB3RpoZneo.

O plasmideo pAMB4 multi-copia € constituido dos genes neo e amp e da
origem de replicacdo oriT (necessaria para a replicagao em Streptomyces), portanto
a producdo aumentada da lipase n&o pode ser atribuida ao gene rpoZ de S.
coelicolor e sim ao préprio plasmideo em questdo. Para processos de producao de
lipase, este mutante pAMB4 poderia ser utilizado.

Comparando-se a produgao de lipase pela linhagem selvagem e o mutante
Streptomyces clavuligerus pAMB3RpoZneo, observou-se que nao houve diferenga
estatistica significativa entre os resultados em nivel de 5 e 1% de significancia, pelo
teste de Tukey. Este mutante poderia ser selecionado para estudos de produgao de
acido clavulanico e nao pela produgao de lipase.

Para mostrar a relagéo direta entre a producdo de lipase e do acido

clavulanico, plotou-se a figura 40. Foram escolhidos os mutantes Streptomyces
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clavuligerus pRAneoZ e pAMB3RpoZneo, nos tempos de cultivo de 48, 84, 96 e 120
horas. Os resultados confirmaram a relagao existente entre a producao de lipase e
de acido clavulanico. Propde-se um modelo matematico, na faixa estudada, para
esta interdependéncia com alto coeficiente de determinagao (R?) 98,98 e 99,87%,
respectivamente para Streptomyces clavuligerus pRAneoZ e Streptomyces

clavuligerus pAM3RpoZneo.

350 - y | ]
i m  Streptomyces clavuligerus pRAneoZ

300 < Data: Data1_AG1
Model: Log3P1
Equation:

\b(b(y = a - b*In{x+c) ))
Weighting:

y No weighting

250 -

200 -

Chi*2/DoF =305.5815

E RA2 = 0.9898
150 + a -60.97132 +148.49772
b -95.03274 435.56298
c 4.04627 £5.87914.

Acido clavulanico
(mg L)

100
400

350 Streptomyces clavuligerus pAMB3RpoZneo

300 -

Modelo: ExpGro1
T Equation: y = A1*exp(xit1) + y0

= 250 4 Chi*2/DoF =32.09818

3 R*2 = 0.99873

yo0 381.25063 +9.42115

A1 -369.49058 $15.02505

t1 -18.13661 11.76341

200 -

150

Acido clavulanico
(mg L

100 T T T T T T T T T T T T

Atividade lipolitica (U/mLmin)

Figura 40. Grafico da producio de acido clavulanico em relacdo a atividade lipolitica
dos mutantes Streptomyces clavuligerus: a) pRAneoZ e b) pAMB3RpoZneo.

A lipase € a primeira enzima envolvida no catabolismo de dleos e sua fungao
especifica de hidrolise de tri, di e mono-glicerideos pode estar acoplada com o seu
papel da incorporagao de acidos graxos nas células. E uma vez dentro da célula os

acidos graxos entram no ciclo da B-oxidagdo para liberar o acetil ou propionil
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coenzima A (CoA), e dependendo da composicao do substrato lipidico, pode ser o
precursor de muitos antibiéticos (LARGE et al. 1999).

Oleos sdo indutores de lipases (MAIA et al. 2001), e quando est&o presentes
no meio de cultivo produzem altos indices de lipase. Varios pesquisadores tém
desenvolvido estudos na producao de lipases, modificando fontes de carbono entre
outros, porém ha raros trabalhos que investigam lipase de Streptomyces
clavuligerus.

Neste trabalho investigou-se a produg¢do de acido clavulanico
concomitantemente com a atividade lipolitica. Determinou-se uma relacao direta da
producao de acido clavulanico em funcao da atividade lipolitica. Este fato pode ser
explicado da seguinte maneira: o microrganismo (as linhagens de Streptomyces
clavuligerus) consome primeiramente o glicerol do meio de cultivo nas fermentagdes,
até sua exaustdo. Logo apods o triglicerideo existente na forma de éleo de soja é
hidrolisado pela lipase para liberar os acidos graxos e glicerol, que por sua vez, sera
novamente incorporado na molécula de acido clavulanico por meio da rota
biossintética do mesmo. E como explanado anteriormente, pode até haver uma

relagao entre as rotas biossintéticas da lipase e do acido clavulanico.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Os genes lat e cvm7P, das rotas biossintéticas da cefamicina C e das
clavamas 5S, respectivamente, foram delecionados por disrupgao génica, por
mecanismo de recombinagdo homéloga com duas permutas.

O mutante Streptomyces clavuligerus Alat::apr ndo apresentou diferenca
estatistica significativa nos titulos de acido clavulénico, quando comparado
com a linhagem selvagem parental, em meio de cultura SA e no meio de
cultivo a base de 6leo vegetal.

O duplo mutante denominado Streptomyces clavuligerus Alat::apr
Acvm7P::neo apresentou titulos de acido clavulanico menores do que sua
linhagem parental, nos mesmos meios de cultivos anteriormente
mencionados. Este fato ndo pode ser explicado, pois o cultivo do mutante
Streptomyces clavuligerus Acvm7P::neo, nao pdde ser estabelecido no
laboratdrio. Seria este mutante o responsavel pela baixa producédo de acido
clavulanico no duplo mutante? Por qual mecanismo isto teria acontecido?

O mutante Streptomyces clavuligerus pRAneoZ, que contém uma cdpia do
gene RpoZ de Streptomyces coelicolor, apresentou titulos maiores de acido
clavulanico, quando comparado com a linhagem selvagem parental, com
limite de confianca de 95%. Este mutante foi obtido quando o plasmideo
pRAneoZ, que contém o sitio attP para a inser¢gdo no genoma de
Streptomyces clavuligerus, por conjugagdo. O gene RpoZ codifica uma
subunidade 6mega de RNA polimerase, e esta estratégia foi eficaz na

producao de acido clavulanico.
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O plasmideo multi-copia pAMB3RpoZ € um vetor com replicagao autbnoma e
foi inserido em Streptomyces clavuligerus por conjugagao. Este mutante
apresenta diferenga estatitica significativa na produgao de acido clavulanico
quando comparado com sua linhagem parental, ao intervalo de confianga de
95%, pelo teste exato de Fisher e ao intervalo de confianga de 90% pelo teste
de Newman-keuls.

Em virtude da presenca de 6leo de soja no meio de cultivo a atividade
lipolitica foi dosada e apresentou diferencas significativas nos niveis de
lipases entre a linhagem selvagem e os mutantes pRAneoZ, pAMB4 e o duplo
mutante, pelo teste de Fisher ao nivel de 95% de confianga. A atividade de
lipase do mutante Stretpomyces clavuligerus pRAneoZ foi maior do que sua
linhagem selvagem parental. A lipase € produzida no meio de cultivo por
efeito indutivo e uma relagao direta entre as produgdes de lipase e de acido
clavulanico foi observada. Parece haver uma relacdo entre as vias
biossintéticas das lipases e de acido clavulanico, a qual poderia ser mais
amplamente estudada.

O meio de cultivo estabelecido por Maranesi (2005) poderia ser reformulado e
melhorado. A propor¢do de farinha de soja em relagdo aos demais
componentes do meio de cultivo (proteina, gorduras totais, fibra dietética,
calcio, carboidratos e uma pequena proporcdo de ferro) é alta (20 g L),
tornando o meio relativamente insoluvel. Uma reformulagcdo também iria
diminuir a proporcao de carboidratos que atualmente esta presente na farinha
de soja e que acaba por inibir a produgao de lipases e por conseqiéncia a

producao de acido clavulanico.
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Cultivos em batelada em biorreatores poderiam ser realizados com os
mutantes para se investigar os titulos de acido clavulanico, bem como a
producao de lipases.

Outro mutante duplo, por exemplo, Streptomyces clavuligerus Alat::apr
pRAneoZ poderia ser construido a partir dos mutantes ja disponiveis para se
investigar o efeito destas mutagdes simultdneas na produgdo de acido

clavulanico e de lipase.
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