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A biodegradação de carbazol, composto nitrogenado presente nas frações pesadas 

do petróleo brasileiro, vem sendo pesquisada, uma vez que este composto está associado 

à emissão de NOx e à desativação dos catalisadores de refino. Sua conversão a ácido 

antranílico (que apresenta menor afinidade pelos sítios ácidos dos catalisadores) em 

Pseudomonas sp. é catalisada por três complexos enzimáticos (que foram modelados 

por homologia): carbazol 1,9a-dioxigenase (CarA), 2'-aminobifenil-2,3-diol 1,2-

dioxigenase (CarB) e hidrolase (CarC), codificadas por oito genes localizados em um 

operon de 5,8kb. O emprego destas enzimas superexpressas em microorganismos 

recombinantes é de interesse na área de biorrefino, pois pela obtenção de maior 

quantidade de proteínas em relação ao sistema selvagem, pode-se obter um aumento nas 

taxas de degradação. Desta forma, os genes de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 

foram clonados separadamente empregando sistema de recombinação sítio-específica e 

as enzimas foram expressas de forma nativa em Escherichia coli BL21-SI, com indução 

por NaCl. A degradação de 20ppm de carbazol por CarA foi verificada após 15h a 30°C 

em Tris-HCl 50mM (pH 7,5), Fe(II), NADH e FAD, com grande sensibilidade às 

condições de expressão. Foi obtida uma taxa de 0,53 (µmoles.mg proteína-1.min-1) para 

CarB e, para CarC, de 1,09 (µmoles.mg proteína-1.min-1), a 35°C no mesmo tampão. As 

atividades foram medidas, respectivamente, pela produção e consumo do composto 

amarelo HOPDA (ácido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienóico) a partir de 100µM 

do substrato de cada reação, em células íntegras, sem a necessidade de uso de cofatores. 
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The biodegradation of carbazole found in Brazilian oils has been widely 

investigated, in particular in the last decade, due to the nitrogen oxide emission and 

poisoning of refining catalysts. The carbazole degradation pathway to anthranilic acid (a 

compound that has lower affinity for the acid sites of the refining catalysts) in 

Pseudomonas sp. is performed by three enzymatic complexes (modeled by homology in 

this work): carbazole 1,9a-dioxygenase (CarA), 2'-aminobiphenyl-2,3-diol 1,2-

dioxygenase (CarB) and hydrolase (CarC), encoded by eight genes in a 5.8kb operon. 

The employment of these enzymes overexpressed in recombinant microorganisms is a 

strategy of current great biotechnological interest in the biorrefin field because of the 

enhancement of protein production in comparison to the wild system, which can also 

improve the degradation rates. Therefore, the genes that encode the enzymes from the 

carbazole-degrading bacteria Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 were separately 

cloned by site-specific recombination system and expressed in native form in 

Escherichia coli BL21-SI, by NaCl induction. The degradation of 20ppm of carbazole 

by CarA was detected after 15 hours at 30°C in Tris-HCl 50mM (pH 7.5) with Fe(II), 

NADH and FAD. Enzyme susceptibility for expression conditions was verified and 

optimized by experimental design technique. The measured activity rate was  

0.53 (µmol.mg protein-1.min-1) for CarB, and for CarC, 1.09 (µmol.mg protein-1.min-1), 

at 35°C using the same buffer. The activities were measured, respectively, by the 

production and consumption of the yellow compound HOPDA (2-hydroxy-6-oxo-6-

phenylhexa-2,4-dienoic acid) from 100µM of substrate for each reaction, in resting cells 

system, without the requirement of cofactors.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O petróleo é uma mistura heterogênea de moléculas orgânicas, contendo 

hidrocarbonetos alcanos e aromáticos, de 1 a 60 carbonos, muitos formados por 

heteroátomos como nitrogênio, enxofre, oxigênio e metais. A variação da composição e 

das características físico-químicas de petróleo é bastante considerável de um campo 

para outro, mas uma composição média de óleos crus é formada por 84% de carbono, 

14% de hidrogênio, 1-3% de enxofre, além de nitrogênio, oxigênio, metais e sais, cada 

um destes correspondendo a menos de 1%.  

Carbono

Hidrogênio

Enxofre

N, O, metais, sais

 

Figura 1.1 Composição média dos óleos crus em termos de C, H, S, N, O e metais.  

 

De acordo com a proporção de hidrocarbonetos similares, os petróleos são 

geralmente classificados em óleos parafínicos (cadeias do tipo CnH2n+2), naftênicos 

(compostos cíclicos saturados do tipo CnH2n) ou aromáticos (compostos cíclicos 

insaturados) ou misturas de vários tipos.  

Em geral o petróleo em todo o mundo contém apreciáveis quantidades de 

compostos de enxofre, em geral bastante reativos e corrosivos, principalmente nas 
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frações mais pesadas, na forma de sulfetos (como H2S), dissulfetos, mercaptanas, 

tiofenos, além de enxofre elementar.  

Os compostos oxigenados de petróleo são geralmente fenóis, cetonas e ácidos 

carboxílicos. Os metais são encontrados sob a forma de traços, incluindo níquel, ferro e 

vanádio, e os sais mais comuns são NaCl, MgCl2 e CaCl2 encontrados em suspensão ou 

dissolvidos.  

Os compostos nitrogenados, que compõem cerca de 0,3% do petróleo, geralmente 

são encontrados nas frações mais pesadas sob a forma de moléculas com propriedades 

não-básicas/neutras (como pirrol, indol e carbazol, assim como seus derivados, que 

somam de 70 a 75% dos compostos nitrogenados, muitos associados com metais como 

cobre, vanádio e/ou níquel) e de moléculas de caráter básico (derivados de piridina e 

quinolina) nas frações mais leves. O caráter de neutralidade e basicidade destes 

compostos, definido segundo o conceito de Lewis, é resultante da configuração 

eletrônica dos anéis aromáticos destas moléculas e da disponibilidade do par eletrônico 

não-ligado do nitrogênio ao compartilhamento. Em anéis do tipo piridínicos, de seis 

membros, o par eletrônico não ligado do nitrogênio não participa da nuvem eletrônica 

do anel π e estes compostos são definidos como bases de Lewis (capazes de 

compartilhar um par de elétrons). Em compostos que apresentam anéis pirrólicos de 

cinco membros, em que o nitrogênio está ligado a um átomo de hidrogênio, o par 

eletrônico está estabilizado pela nuvem do anel aromático e estas moléculas têm caráter 

neutro.  

O carbazol, composto neutro/não-básico encontrado em maior quantidade no 

petróleo, é uma molécula heterocíclica aromática composta por um sistema 

dibenzopirrol (SATO et al., 1997a). As estruturas destes compostos estão apresentadas 

na Tabela 1.1 (BENEDIK et al., 1998, RIBEIRO, 2004). 

Na Tabela 1.2 é apresentado um panorama geral das composições de petróleos de 

diferentes locais do mundo. Como pode ser verificado, o teor de compostos 

nitrogenados presentes nos óleos brasileiros é significativamente superior aos teores 

observados nos demais locais analisados. 
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Tabela 1.1 Estrutura de compostos aromáticos comumente presentes em petróleo e que contêm 

o heteroátomo nitrogênio (BENEDIK et al., 1998, RIBEIRO, 2004). 

 

Compostos não-básicos/neutros  

(anel de cinco membros contendo NH) 

Compostos básicos  

(anel de seis membros contendo N) 

 
pirrol 

 
piridina 

 
indol 

 
quinolina 

 
indolina 

 
isoquinolina 

 
carbazol  

benzoquinolina 

 

 
acridina 

 

 
fenantridina 

 



Tabela 1.2 Principais características de algumas bacias de petróleo no mundo. Os dados do Campo Marlim e Cabiúnas (RJ) foram disponibilizados pelo 

CENPES/Petrobras e os demais foram retirados do sítio da ChevronTexaco, http://www.chevron.com/crudemarketing/). Grau API é uma medida da 

densidade de petróleo e derivados definida pelo American Petroleum Institute (quanto menor a densidade do petróleo, maior seu grau API). 

Características Brent  

(Mar do 

Norte) 

Venezuela 

Leve 

(Hamaca) 

Ásia Leve 

(Thevenard 

Island) 

Nigéria Leve 
Nigéria 

Pesado 

Kuito 

(Angola) 
Marlim (RJ) Cabiúnas (RJ) Árabe Leve 

° API 37 24 40,7 36 34 19,0 19,7 24,7 33,3 

Parafinas (% vol) 50 52 - 37 63 - - - - 

Aromáticos (% vol) 16 14 - 9 19 - - - - 

Naftenos (% vol) 34 34 - 54 18 - - - - 

Enxofre (% peso) 0,4 1,5 0,03 0,2 2 0,68 0,75 0,47 1,63 

Nitrogênio (% peso) 0,104 - 0,01 0,13 - 0,47 0,45 0,27 0,09 

Vanádio (ppm) 7,1 152 <0,1 0,5 - 35 24 12 14 

Níquel (ppm) 1,4 42 1 5 - 45 19 9 3,5 

Ferro (ppm) - 13 - 0,5 - - - - - 

Acidez (mg KOH/g) 0,05 0,7 0,04 - - 2,1 1,01 0,83 0,08 

Asfaltenos (% peso) - - - - - - 2,6 2,8 1,1 

4 



Os compostos contendo átomos de enxofre e nitrogênio encontrados em muitos 

combustíveis fósseis além do petróleo, quando são queimados levam à formação e 

emissão de uma série de compostos óxidos. Os óxidos, do tipo NOx e SOx, são 

altamente poluentes e estão envolvidos na produção de chuvas ácidas (BENEDIK et al., 

1998), além de serem capazes de catalisar a destruição da camada de ozônio, através da 

conversão de O3 em O2. Além de serem poluentes ambientais, estes compostos 

aromáticos são mutagênicos, tóxicos e de difícil remoção (OUCHIYAMA et al., 1993).  

Diante deste problema ambiental, alternativas vêm sendo bastante discutidas, 

como a substituição da matriz energética de petróleo para combustíveis menos 

poluentes de fontes renováveis (emprego de biomassa para produção de etanol, gás 

natural, biodiesel) ou a remoção destes componentes contaminantes do petróleo, através 

da inovação dos processos de refino. Como o petróleo ainda deve demorar a ser 

substituído, seja pela grande quantidade de reservas ainda disponíveis no mundo, seja 

pela sua importância geo-político-econômica na conjuntura mundial atual, os processos 

de remoção de compostos com N, S, O e metais são relevantes economicamente. Além 

disso, avanços na legislação ambiental, com exigências maiores do controle da emissão 

de poluentes foram obtidos na última década, de centenas para dezenas de ppm dos 

heteroátomos até 2005 (LANGE E PACHECO, 1999, HOPKIN, 2005). A partir dos 

acordos para redução destas emissões (como o Protocolo de Kyoto), principalmente nos 

países com maior industrialização (que são os maiores responsáveis pela emissão destes 

poluentes) houve maior impulso para estudos de processos para remoção de compostos 

indesejáveis em petróleo. 

Atualmente, a redução da quantidade de compostos presentes em petróleo, 

contendo heteroátomos (S, N, O, metais), é realizada pelo emprego de hidrogenação, na 

presença de um catalisador (geralmente Ni-Mo ou Co-Mo) em condições de operações 

com altas temperaturas (300 a 400°C) aliadas a altas pressões. Este processamento 

químico é chamado de hidrotratamento (HDT), em que praticamente não ocorre 

formação de compostos mais leves, e inclui os processos de remoção de enxofre por 

hidrodessulfuração (HDS), remoção de N por hidrodesnitrogenação (HDN), eliminação 

de oxigênio por hidrodesoxidação (HDO), remoção de metais por meio da reação de 

hidrodesmetalização (HDM), hidrogenação de aromáticos (HDA) e de aromáticos 

polinucleares (HDPNA).  

5 
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Além dos efeitos ambientais provocados pela presença de compostos com 

heteroátomos no petróleo, eles afetam economicamente o processo de refino do 

petróleo, assim como a qualidade dos produtos dele derivados (BENEDIK et al., 1998). 

A remoção de 90% do nitrogênio presente no petróleo, por exemplo, é capaz de resultar 

em um aumento de rendimento em gasolina acima de 20%, além de aumentar a vida útil 

dos catalisadores de refino. Os compostos não-básicos, como carbazol, são convertidos 

em derivados básicos durante o craqueamento de petróleo (processo de quebra de 

compostos com hidrogênio mediante uso de catalisadores óxidos metálicos e sulfetos 

suportados em materiais ácidos), sendo adsorvidos nos sítios ativos ácidos dos 

catalisadores de refino e atuando como "venenos", resultando na sua desativação e no 

decréscimo do rendimento do processamento (LI et al., 2004). Além disso, H2S, S, 

mercaptanas, NH3 e cianetos provenientes da decomposição de compostos nitrogenados, 

ácidos naftênicos, além de derivados dos sais (HCl e NH4Cl) promovem a corrosão dos 

equipamentos de refino, armazenagem e tubulações e atuam também como inibidores da 

hidrodessulfuração (HDS), processamento utilizado para a retirada de enxofre com 

intuito de atingir os limites permitidos pelas legislações ambientais (BENEDIK et al., 

1998). Ou seja, mesmo com a atual situação em que alguns dos principais países 

industrializados, em especial os EUA, não assinaram o Protocolo de Kyoto e outros não 

têm cumprido suas metas de redução das emissões poluentes, o desenvolvimento de 

processos de refino visando à redução de compostos com heteroátomos é uma 

necessidade do próprio processamento catalítico do petróleo (LI et al., 2004).  

Existe na natureza uma grande variedade de microorganismos capazes de 

empregar compostos orgânicos e aromáticos, que contenham nitrogênio, enxofre, 

oxigênio e/ou metais, como fonte de carbono e energia para seus metabolismos. Por este 

motivo é de grande interesse biotecnológico a aplicação de rotas metabólicas na 

biodegradação (mineralização) destes compostos presentes em petróleo e outros 

combustíveis. Neste sentido, o emprego de microorganismos para remoção desses 

compostos por biorrefino/biorremediação, comparativamente à tecnologia HDT, poderia 

ser uma alternativa mais econômica, empregando pressões e temperaturas de operação 

significativamente menores, reduzindo as emissões de CO2 e eliminando o uso de 

hidrogênio (LANGE E PACHECO, 1999, RIBEIRO, 2004). Além das condições 

brandas de processo, a especificidade das reações, devido à seletividade das reações 

enzimáticas, é também uma característica que atrai para o emprego de biorrefino, uma 
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vez que não ocorrem degradações significativas de outros componentes da matriz 

energética, como ocorre com refino catalítico por HDT (BENEDIK et al., 1998, 

LANGE E PACHECO, 1999).  

Apesar dos processos de HDT serem altamente dispendiosos, perigosos e exigirem 

condições mais drásticas quanto maiores as concentrações de compostos nitrogenados 

presentes (RIBEIRO, 2004) e de afetarem muitos outros constituintes do petróleo 

(BENEDIK et al., 1998), as taxas de conversão dos catalisadores inorgânicos 

empregados nestes processos são muito mais altas do que as dos biocatalisadores. Para 

efeitos de comparação de dados de catalisadores atualmente em desenvolvimento para 

degradação de carbazol em petróleo, o tempo de conversão total de carbazol em contato 

com carbeto de molibdênio foi de segundos em condições de 300 a 360°C e 6MPa 

(aproximadamente 60atm) (SZYMAÑSKA et al., 2003) e de algumas poucas horas para 

emprego da rota de degradação de Pseudomonas, em temperatura e pressão ambientes 

(RIDDLE et al., 2003a). Atualmente, a alternativa proposta para viabilizar a utilização 

de biorrefino em larga escala é o seu acoplamento às unidades de hidrotratamento e 

craqueamento de petróleo, similar ao que é proposto para os processos de 

biodessulfuração (BDS) (MONTICELLO, 1994, LANGE E PACHECO, 1999, 

KILBANE II, 2004), além do desenvolvimento de processos que permitam a obtenção 

de co-produtos químicos, como surfactantes, adesivos, resinas e solventes derivados dos 

compostos aromáticos (LANGE E PACHECO, 1999).  

O emprego de rotas metabólicas para degradação de enxofre, presente em 

combustíveis fósseis na forma de compostos aromáticos, piritas, H2S e outros, já é 

realizada em termos comerciais (BENEDIK et al., 1998, RIBEIRO, 2004), 

provavelmente porque este problema seja mais abrangente no mundo do que a presença 

de compostos nitrogenados. Para o composto dibenzotiofeno (DBT), um análogo de 

carbazol, mas com a presença de S no lugar de N, existem muitas rotas de 

microorganismos estudadas, como a rota de Kodama (que produz hidrocarbonetos que 

contém óxidos de enxofre, provocando problemas de disposição e perda de qualidade do 

combustível) e a rota 4S (na qual o átomo de enxofre sofre sucessivas oxidações, 

liberando sulfato, que pode ser extraído com água sem provocar perda na capacidade 

calorífica do DBT). A rota 4S foi utilizada como base para os processos já testados 

comercialmente pela EBC (Energy BioSystems Corporation) (KILBANE II, 2004). 
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Uma das tendências de pesquisas atuais de biodessulfuração (OHSHIRO E IZUMI, 

1999) busca o isolamento de cepas (FURUYA et al., 2001, KILBANE II, 2004), assim 

como a clonagem de genes e operons de termofílicos, com objetivo de melhorar o 

rendimento das reações (ISHII et al., 2000). As duas rotas (Kodama e 4S) de 

degradação de DBT estão apresentadas na Figura 1.2. 

 

 

 

Rota de Kodama (degradação) Rota 4S (dessulfuração) 

Figura 1.2 Rotas de degradação e dessulfuração microbiológica de DBT (OHSHIRO E IZUMI, 

1999). 
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No caso dos compostos nitrogenados, as pesquisas estão em um grau mais 

incipiente em comparação com biodegradação de compostos de enxofre, uma vez que o 

problema do nitrogênio no petróleo é mais regionalizado. As rotas atualmente estudadas 

para degradação de carbazol lembram a rota destrutiva de degradação de DBT estudada 

por Kodama, ou seja, podem provocar perda no poder combustível do carbazol 

(BENEDIK et al., 1998), devido ao consumo de carbono e nitrogênio para o 

crescimento da bactéria, apesar destes compostos computarem apenas uma pequena 

parte dos óleos. Para tornar-se economicamente viável, a desnitrogenação destes 

compostos de petróleo pode ser feita de forma integrada à biodessulfuração, e também 

na síntese de compostos de química fina derivados destes compostos nitrogenados, 

como plásticos e fármacos (OUCHIYAMA et al., 1993). Derivados de carbazol e de 

seus produtos de degradação apresentam importância terapêutica bem estabelecida. 

Piridocarbazóis tetracíclicos apresentam propriedades anticâncer e compostos 

heterocíclicos contendo grupos pirróis apresentam atividades antitumorais, 

antiinflamatórias, antibacterianas e antifúngicas (BALAMURALI E RAJENDRA 

PRASAD, 2001). Além disso, as mesmas rotas utilizadas na degradação de compostos 

padrões, como carbazol e DBT, podem ser empregadas no biorrefino de outros 

compostos com N e S presentes petróleo, devido à relativa abrangência de substratos 

que estas enzimas são capazes de degradar, e também apresentam potencial para 

aplicação para biorremediação de ambientes contaminados por poluentes químicos 

(LANGE E PACHECO, 1999, WACKETT, 2002).  

A biodegradação de carbazol, principal composto nitrogenado não-básico do 

petróleo, vem sendo bastante estudada na última década, tendo sido descritas na 

literatura algumas espécies de bactérias capazes de utilizá-lo como única fonte de 

nitrogênio, carbono e energia, com alta especificidade (OUCHIYAMA et al., 1993, 

GIEG et al., 1996, SHOTBOLT-BROWN et al., 1996, OUCHIYAMA et al., 1998, 

KIRIMURA et al., 1999, SCHNEIDER et al., 2000), assim como as enzimas e genes 

envolvidos nas rotas de degradação. Entre eles está o operon car, da rota enzimática de 

Pseudomonas resinovorans CA10 (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b), descrito 

na Figura 1.3. 
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carAa(1)               carAa(2)          carBa    carBb      carC        carAc  ORF7       carAd 
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-hexa-2,4-dienóico

ácido antranílico

carbazol 1,9a-dioxigenase dioxigenase de
meta-clivagem

hidrolase

 

Figura 1.3 Organização dos genes que codificam as enzimas da rota de degradação de carbazol 

a ácido antranílico (operon car) em Pseudomonas resinovorans (SATO et al., 1997a, SATO et 

al., 1997b, BENEDIK et al.,1998). 

 

Objetivos 

 

Este trabalho visou à clonagem dos genes de Pseudomonas stutzeri envolvidos na 

degradação de carbazol a ácido antranílico em Escherichia coli, de forma a expressar 

heterologamente as enzimas que catalisam estas reações. Os genes foram obtidos 

empregando a técnica de DNA recombinante a partir da caracterização genética da cepa 

de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258/INCQS 00520, uma vez que os resultados de 

bioinformática indicaram identidade praticamente total entre os genes desta bactéria e 

os de Pseudomonas resinovorans. Especificamente, os objetivos foram clonar cada 

enzima da rota separadamente, expressar cada subunidade em frascos agitados buscando 

enriquecer o extrato celular e otimizar as condições quando necessário, testar 

cataliticamente os sistemas enzimáticos empregando extrato celular e células íntegras 

(resting cells) e, por fim, modelar as estruturas por homologia para auxiliar no 

entendimento da atuação de cada uma das enzimas. 

Os sistemas de expressão heterólogos permitem obter maiores quantidades de 

biocatalisador de forma controlada e reduzir o tempo necessário para a conversão de 

carbazol e seus produtos subseqüentes, buscando um processo com maior viabilidade. 

As técnicas de biologia molecular possibilitam realizar a clonagem e a expressão dos 

genes de degradação de carbazol em Escherichia coli, bactéria de fácil crescimento, 

manipulação e obtenção, usualmente empregada como vetor para superexpressão de 

proteínas heterólogas (BANEYX, 1999). A utilização de um sistema bem estabelecido 
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geneticamente como Escherichia coli deve-se à facilidade de obtenção de plasmídeos, 

ao conhecimento de seu funcionamento, limitações, vantagens e de sua não 

patogenicidade. Além disso, outra vantagem da utilização de Escherichia coli é o tempo 

de crescimento inferior ao das cepas de Pseudomonas sp. capazes de degradar carbazol. 

Desta forma, o objetivo estratégico, ainda não completamente atingido durante o 

período de realização deste trabalho, é obter um microorganismo recombinante, capaz 

de degradar carbazol com maior eficiência, visando à sua utilização nos processos de 

biorrefino, aliando as ferramentas de engenharia de bioprocessos para aumentar o 

rendimento da produção das enzimas envolvidas na rota de degradação.  

A clonagem das três enzimas iniciais da rota de degradação de carbazol, gerando 

ácido antranílico, é a etapa mais importante, uma vez que este composto, embora ainda 

contenha o heteroátomo de nitrogênio, apresenta muito menor afinidade pelos sítios 

ácidos dos catalisadores de refino do petróleo, reduzindo, portanto, sua desativação 

(RIDDLE et al., 2003a). Como frisado anteriormente, este é um dos efeitos dos 

compostos nitrogenados presentes em petróleo (BENEDIK et al., 1998). Além disso, 

permite inferir sobre a potencialidade do emprego das técnicas de DNA recombinante, 

visando ao desenvolvimento de uma estratégia para a remoção do átomo de nitrogênio.  

Para subsidiar a discussão sobre a biodegradação de carbazol, na Revisão de 

Literatura são apresentadas características das cepas atualmente descritas, assim como 

seus genes e enzimas. No capítulo de Procedimentos Experimentais foram detalhadas as 

etapas empregadas na tecnologia de DNA recombinante utilizada na obtenção dos 

catalisadores recombinantes, cujos Resultados são apresentados no capítulo seguinte. 

Para finalizar, estes resultados foram discutidos buscando indicar suas principais 

contribuições e as perspectivas na área, no capítulo Discussão e Perspectivas.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Degradação microbiológica de carbazol 

 

O estudo de microorganismos capazes de degradar compostos nitrogenados 

presentes em petróleo e outros combustíveis fósseis é biotecnologicamente interessante, 

além das aplicações em biorrefino e minimização dos efeitos ambientais por 

biorremediação, mas também porque muitos derivados dos heteroaromáticos possuem 

atividades quirais e podem ser empregados como intermediários na obtenção de 

fármacos enantiomericamente puros e outros produtos de química fina (BENEDIK et 

al., 1998).  

Muitas espécies de Pseudomonas, assim como de Bacillus, Xanthomonas, 

Burkholderia, Comamonas, Beijerinckia, Mycobacterium, Serratia são capazes de 

degradar compostos nitrogenados presentes em petróleo, carvão, óleos e outros 

combustíveis, assim como em águas e solos contaminados, em especial compostos não-

básicos, como carbazol. Mecanismos de degradação de outros compostos nitrogenados e 

derivados, como piridina, quinolina e acridina, têm sido estudados (OUCHIYAMA et 

al., 1993, BENEDIK et al., 1998, RIBEIRO, 2004). A maior parte dos mecanismos de 

degradação de compostos aromáticos necessita de uma etapa inicial aeróbia (SATO et 

al., 1997a, SATO et al., 1997b), embora tenham sido relatados casos de degradação 

anaeróbia (BENEDIK et al., 1998). É verificado também que as enzimas que degradam 

hidrocarbonetos não são essenciais para o crescimento dos microorganismos, mas lhes 

confere maior diversidade metabólica, permitindo sua sobrevivência em nichos ou 

circunstâncias ambientais específicos. As enzimas destas rotas de degradação podem ser 

codificadas por genes presentes tanto no genoma dos microorganismos quanto em 

DNAs plasmidiais (BENEDIK et al., 1998).  

Na última década a biodegradação de carbazol tem sido bastante estudada, por 

diferentes grupos de pesquisa, por ser uma molécula tóxica, carcinogênica, detectada em 

combustíveis, na atmosfera, em rios, lama, sedimentos e águas poluídas, e de difícil 
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remoção do petróleo pelos processos químicos de desnitrogenação a que ele é 

usualmente submetido (GROSSER et al., 1991, KOBAYASHI et al., 1995, 

SHOTBOLT-BROWN et al., 1996). Neste sentido, ele é usado como um 

hidrocarboneto aromático com heteroátomo de N modelo e muitos microorganismos 

capazes de degradá-lo e utilizá-lo como única fonte de carbono, nitrogênio e energia, 

têm sido isolados de solos, águas contaminadas, lodos ativados e descritos na literatura. 

Estas cepas são descritas geralmente como bactérias Gram-negativas, em forma de 

bastão, não esporulantes e com mobilidade e com especificidade para degradar carbazol 

e não outros compostos aromáticos (OUCHIYAMA et al., 1993, HISATSUKA E 

SATO, 1994, GIEG et al., 1996, SHOTBOLT-BROWN et al., 1996, OUCHIYAMA et 

al., 1998, KIRIMURA et al., 1999). 

GROSSER et al. (1991) isolaram uma cepa identificada como provável 

Xanthamonas ampelina por análise de ácidos graxos, capaz de degradar carbazol com 

alta especificidade, não sendo verificada a degradação de outros compostos aromáticos, 

como antraceno, pireno, benzo[a]antraceno, dibenzo[a,j]acridina e 

dibenzo[c,g]carbazol. Experimentos de degradação de carbazol em solo pela bactéria 

(4.107ufc/g) mostraram que ela é capaz de transformar cerca de 50% deste composto em 

CO2 após 14 dias.  

As cepas Pseudomonas sp. CA06 e CA10 foram caracterizadas por 

OUCHIYAMA et al. (1993), sendo verificada a formação de ácido antranílico e catecol 

como os principais metabólitos resultantes da degradação de carbazol, além de outros 

prováveis produtos de uma oxidação inicial, de uma meta-clivagem e de uma orto-

clivagem de ácido antranílico. Com os resultados obtidos, foi proposta uma rota de 

degradação de carbazol por estes microorganismos, que é descrita em outros trabalhos 

como sendo a rota usada também por outras cepas. Estas cepas foram cultivadas em 

meio contendo 17mM de carbazol, sendo detectado acúmulo de 1,4mM de ácido 

antranílico e 0,1mM de catecol no meio e, após 140h de incubação, desaparecimento de 

ácido antranílico. Para concentrações iniciais de carbazol de 5,7mM, ambas as cepas 

foram capazes de consumi-lo totalmente em 18h. A cepa CA10 também foi capaz de 

degradar outros compostos aromáticos, como dibenzo-p-dioxinas e dibenzofuranos 

(HABE et al., 2001). 
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No estudo de HISATSUKA E SATO (1994) foi isolada e patenteada uma cepa 

Gram-negativa, identificada como Pseudomonas stutzeri (depositada sob o código 

ATCC 31258) que cresce aerobiamente bem em carbazol empregado como única fonte 

de carbono e nitrogênio. O ácido antranílico, intermediário na biossíntese de  

L-triptofano, foi identificado como metabólito na degradação de carbazol pela bactéria e 

verificado seu acúmulo em grande quantidade no meio reacional. Após 4 dias de cultivo 

a 30°C com 10g/L de carbazol em meio contendo surfactantes não-iônicos, o 

rendimento de ácido antranílico foi de cerca de 4g/L.  

KOBAYASHI et al. (1995) identificaram cepas capazes de degradar carbazol em 

condições microaerófilas (de limitação de oxigênio). Como o transporte e armazenagem 

de petróleo são feitos em atmosfera de nitrogênio, para evitar explosões, os 

pesquisadores isolaram as cepas com cultivos em condições microaerófilas empregando 

N2. Foram identificadas oito de Pseudomonas sp., Bacillus sp., Serratia sp., incluindo 

uma bactéria caracterizada como Escherichia coli, nomeadas como KUKK-(1 a 8). 

Nestas condições, em 28 dias e em concentrações iniciais de 1000mg/L de carbazol, as 

cepas foram capazes de degradar até 30% deste composto.  

A bactéria Pseudomonas sp. LD2 foi isolada por GIEG et al. (1996) e descrita 

como capaz de degradar 87% de carbazol em 24h, quando a cepa atinge a fase 

estacionária. Após 96h, não foi mais detectado carbazol no meio, em cultivos a 28°C e 

meio suplementado com sais minerais sem nitrogênio. Foi detectado um percentual 

significativo de produção de 14CO2 na degradação de carbazol marcado com 14C (43% 

em 3 dias, 57% em 7 dias e 70% em 30 dias). Ácido antranílico e catecol também 

podem ser usados como substratos para a bactéria e foram identificados como 

intermediários na degradação de carbazol. Por outro lado, a cepa não foi capaz de 

crescer em outros compostos aromáticos heterocíclicos testados, como benzeno, 

naftaleno, fenantreno, antraceno, dibenzotiofeno, dibenzofurano e fluoreno. Carbazol 

foi confirmado como sendo a fonte de nitrogênio porque não foi detectada atividade de 

nitrogenase no meio. 

SHOTBOLT-BROWN et al. (1996) identificaram três cepas aeróbias, CB1, CB2 e 

CB3, caracterizadas presumivelmente como Burkholderia cepacia, Xanthamonas sp. e 

Pseudomonas sp. respectivamente, capazes de degradar carbazol e outros compostos. 

Os cultivos foram realizados a 28°C, em meio com DMSO, por 2 a 3 dias. As cepas 
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CB1 e CB2 necessitaram de vitaminas para crescer em carbazol, o mesmo não 

ocorrendo para CB3, sendo obtidos resultados similares para as três cepas. Foi 

verificado que 80% do carbazol foi removido do meio nas primeiras 20h de incubação, 

sendo confirmado pelo clareamento do meio de cultura, resultando em um aumento de 

100 vezes no número de células. A capacidade da cepa de degradar outros compostos 

aromáticos é limitada, não sendo verificado crescimento em pirrol, L-triptofano, 

naftaleno, fluoreno, fenantreno ou dibenzotiofeno, com capacidade de degradar 

benzoato, ácido antranílico, bifenil (no caso de CB2) e catecol (cepas CB1 e CB2). O 

comportamento da cepa é descrito como similar ao da cepa Pseudomonas sp. CA10 

(OUCHIYAMA et al., 1993). A cepa CB3 foi posteriormente identificada como 

Sphingomonas (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998). 

OUCHIYAMA et al. (1998) isolaram a cepa Pseudomonas stutzeri OM1, que 

apresentou rota de degradação de carbazol idêntica à rota das cepas CA06 e CA10, mas 

com uma via de degradação de catecol diferente. Foi identificada uma enzima 

dioxigenase com atividade para meta-clivagem de anéis aromáticos, capaz de 

transformar catecol em ácido cis, cis-mucônico.  

Outra cepa de Sphingomonas sp., denominada CDH-7 (KIRIMURA et al., 1999) 

metabolizou carbazol em NH3 via formação de ácido antranílico. Em cultivo de CDH-7 

em 500mg/L (2,99mM) de carbazol foi verificada sua degradação completa em 50h. Ao 

empregar a técnica de resting cells, a mesma concentração desapareceu completamente 

do meio de cultura em 4h com acumulação de 1,64mM de NH3. A degradação 

empregando resting cells é seletiva, ou seja, não foi verificado consumo de outros 

compostos aromáticos (dibenzofurano, fluoreno, dibenzotiofeno, bifenil) presentes no 

meio de cultura. Os pesquisadores descrevem que a cepa parece ter a mesma rota 

proposta para a cepa CA10.  

A capacidade de biodegradação de carbazol foi também verificada na bactéria 

Ralstonia sp. RJGII.123, anteriormente Xanthomonas ampelina (SCHNEIDER et al., 

2000). Foi verificado que a cepa foi capaz de degradar 80% de 2mg/L,assim como 24% 

de 500mg/L de carbazol a CO2 em 15 dias. A identificação de metabólitos 

intermediários indicou que a cepa apresenta a mesma rota que a das cepas de 

Pseudomonas sp. descritas.   
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A bactéria Sphingomonas sp., cepa KA1, foi isolada e descrita por HABE et al. 

(2002) como capaz de crescer em meio mínimo (contendo íons NH4
+, Na+, K+, Mg2+, 

Fe3+, Ca2+, PO4
3-, NO3

-, SO4
2-, Cl-), e carbazol a 0,1% m/v como única fonte de carbono 

e energia, alcançando um máximo de 5.109ufc/mL em 48h. Os testes de especificidade 

de crescimento da cepa KA1 em diferentes substratos aromáticos mostraram que ela é 

capaz de crescer bem somente em carbazol e não em dibenzofurano, dibenzo-p-dioxina, 

fluorina, 9-fluorenona, dibenzotiofeno (DBT), bifenil, naftaleno, fenantreno, antraceno, 

acenaftaleno. A realização de subcultivos da cepa KA1 em caldo nutriente mostrou que 

cerca de 1 a 2% das células podem perder a habilidade de crescer em carbazol após este 

procedimento. INOUE et al. (2004) verificaram que a indução das enzimas de 

degradação de carbazol desta cepa é melhorada pela presença deste composto. Eles 

verificaram que células de KA1 cultivadas em carbazol foram capazes de degradar em 

10min cerca de 96% de carbazol (presente no meio como única fonte de carbono, 

nitrogênio e energia em concentração inicial 0,1% m/v), em comparação com 52% de 

degradação das células cultivadas em caldo nutriente.  

A cepa Sphingomonas sp. GTIN11 foi isolada de uma planta de gás manufaturado 

por KILBANE II et al. (2002). Diferentemente de outras cepas descritas na literatura, a 

cepa GTIN11 expressa as enzimas da rota de degradação de carbazol de forma 

constitutiva. Esta característica permitiu o crescimento da bactéria em meio rico em 

nutrientes complexos (composto por polipeptonas, extrato de leveduras e NaCl), com 

crescimento rápido acoplado às taxas de degradação de carbazol. A cepa cultivada neste 

meio rico, a 37°C apresentou tempo de geração de 2,1h, na ausência ou presença de 

carbazol. Nestas condições, a cepa é capaz de degradar carbazol de uma concentração 

de 1,7 a 0,3mM (82%) em 8h, quando a cepa atinge a fase estacionária de crescimento e 

pára de metabolizar o composto nitrogenado. Neste trabalho também foi empregada a 

técnica de resting cells para degradação de carbazol, sendo observada atividade 

específica de 8,0 (µmol/min/g cel. seca), similar à observada na cepa Sphingomonas sp. 

CDH-7. Os autores imaginam que a cepa siga a mesma (ou muito similar) rota que as 

outras cepas descritas na literatura, pela detecção de alguns metabólitos comuns, como 

ácido antranílico, anidrido succinato, ácido succínico e ácido fumárico e pela evidência 

de que ácido antranílico pode ser usado como fonte de carbono para crescimento de 

Sphingomonas sp. GTIN11.   
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A cepa Pseudomonas rhodesiae KK1 (YOON et al., 2002) foi identificada como 

capaz de degradar carbazol como única fonte de carbono. Foi constatado que células 

pré-cultivas em fenantreno foram capazes de degradar carbazol mais rapidamente que 

aquelas pré-cultivadas em naftaleno, sugerindo a existência de uma possível ligação no 

catabolismo dos dois primeiros compostos. 

Uma bactéria Gram-negativa com diferente rota de degradação de carbazol, 

identificada como Sphingomonas sp. CP19, foi isolada por BRESSLER et al. (2003). A 

cepa acumula um metabólito amarelo durante seu crescimento em carbazol (com ou sem 

a presença de outra fonte de carbono), identificado como 2-amino-fenoxazina-3-ona, 

derivado de 2-aminofenol. A rota seguida pela cepa, assim como a de outras capazes de 

degradar carbazol, provoca perda de carbono deste composto.     

LI et al. (2004) isolaram a cepa Pseudomonas sp. XLDN4-9 de solo contaminado 

e verificaram que a biodegradação de carbazol como única fonte de carbono e 

nitrogênio foi melhorada na presença de fase líquida não-aquosa. Em uma razão fase 

orgânica/fase aquosa 1:1 empregando ciclohexano, a taxa máxima de degradação obtida 

foi de 3,34 (mg carbazol.min-1.g cel seca-1), com remoção de mais de 60% do carbazol. 

Empregando sistema de resting cells em ciclohexano foi verificada a degradação de 

47% de 1g de carbazol em 1h. A adição de solventes (tolueno, xileno, ciclohexano, 

hexano, heptano, tetradecano) e óleo diesel aumentou consideravelmente a degradação 

de carbazol. 

INOUE et al. (2005) isolaram várias cepas de diferentes ambientes contaminados, 

similares às cepas Pseudomonas resinovorans CA10, Sphingomonas sp. KA1 e CB3, e 

entre elas, a primeira bactéria Gram-positiva capaz de degradar carbazol, identificada 

como Nocardioides sp. cepa IC177. Esta cepa foi capaz de degradar 18% de carbazol 

(concentração inicial de 1% m/v) em 4 dias e 80% após 30 dias de crescimento a 30°C e 

apresentou rota de degradação de carbazol a ácido antranílico similar à rota da bactéria 

Gram-negativa CA10. Algumas divergências na capacidade de degradação de outros 

compostos aromáticos foram identificadas entre a cepa IC177 e CA10: ambas foram 

capazes de degradar ácidos protocatecóico e antranílico, mas somente a primeira foi 

capaz de degradar dibenzotiofeno-sulfona e antraceno e IC177 não foi capaz de 

degradar fenol e ácido benzóico.  
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A cepa Gram-positiva Gordonia amicalis F.5.25.8 foi caracterizada por um grupo 

de pesquisadores do CENPES/PETROBRAS e da UFRJ (SANTOS et al., 2005). A cepa 

foi descrita como a primeira bactéria capaz de crescer em DBT e em carbazol como 

fontes de enxofre e nitrogênio, respectivamente. Foi verificada sua capacidade de 

degradar 40% de carbazol empregando concentração inicial de 3mM por 10 dias a 

30°C, separadamente e também com DBT como fonte de enxofre. Foi identificado que a 

cultura emprega a rota 4S para dessulfuração de DBT.     

Os resultados de cultivos destas cepas na degradação de carbazol foram realizados 

em diferentes concentrações de carbazol, em meio rico, contendo sais sem N, extrato de 

levedura, pH inicial 7,0 e temperatura de 28 a 30°C. Em alguns trabalhos foi verificado 

que a eficiência da degradação de carbazol aumenta significativamente quando este 

aromático é disperso em surfactantes, como polioxietileno, monolaureato glicol e 

dimetilsulfóxido (DMSO) e n-hexadeceno, pois estes compostos aumentam a 

solubilização de carbazol, pelo aumento da superfície disponível para biodegradação 

(OUCHIYAMA et al., 1993, HISATSUKA E SATO, 1994, KIRIMURA et al., 1999, 

GIBBS et al., 2003). 

 

2.2 Rota de degradação de carbazol 

 

A rota de biodegradação de carbazol inicialmente proposta por OUCHIYAMA et 

al. (1993) para as cepas CA06 e CA10 de Pseudomonas sp., através da identificação dos 

metabólitos intermediários verificados durante o crescimento da bactéria empregando 

carbazol como única fonte de carbono, nitrogênio e energia, e em comparação com rotas 

de degradação de outros compostos aromáticos, como difenil e naftaleno, é apresentada 

na Figura 2.1. Esta rota é também descrita como a provável via de degradação de 

carbazol em outras bactérias (GIEG et al., 1996, SHOTBOLT-BROWN et al., 1996, 

OUCHIYAMA et al., 1998, KIRIMURA et al., 1999, SCHNEIDER et al., 2000).   
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Figura 2.1 Rota completa de degradação do carbazol (OUCHIYAMA et al., 1993, GIEG et al., 

1996, SHOTBOLT-BROWN et al., 1996, OUCHIYAMA et al., 1998, KIRIMURA et al., 1999, 

SCHNEIDER et al., 2000, NOJIRI et al., 2001a), onde TCA indica o ciclo do ácido 

tricarboxílico. Figura baseada em SATO et al. (1997b). 

 

A rota proposta (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b, BENEDIK et al., 1998) 

de degradação de carbazol por bactérias tem como etapa inicial a dioxigenação deste 

composto na posição angular adjacente ao átomo de nitrogênio, convertendo-o a 2’-

aminobifenil-2,3-diol. Embora muitas dioxigenases de bactérias venham sendo 

estudadas há cerca de uma década, a literatura descreve que nem todas estas enzimas 

são capazes de atacar a ligação adjacente ao átomo de nitrogênio (SATO et al., 1997a, 

SATO et al., 1997b). O composto 2’-aminobifenil-2,3-diol, por sua vez, sofre um 

ataque na posição meta do anel diol por outra dioxigenase, resultando no ácido 2-

hidroxi-6-oxo-6-(2’-aminofenil)-hexa-2,4-dienóico. Este ácido meta-clivado é 

hidrolisado a ácido antranílico e 2-hidroxipenta-2,4-dienóico. O ácido antranílico 

produzido é atacado nas posições 1,2 por uma dioxigenase, sendo convertido a catecol, 

composto que não mais possui nitrogênio. O catecol é metabolizado na rota  

β-cetoadipato (orto-clivagem) pelas proteínas Cat, codificadas pelos genes do operon 

cat (NOJIRI et al., 2002), permitindo sua inserção no ciclo do ácido tricarboxílico 
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(TCA) da bactéria e sua utilização para obtenção de energia e para seu crescimento. O 

composto 2-hidroxipenta-2,4-dienóico também é convertido a um intermediário do ciclo 

do ácido tricarboxílico por três reações que envolvem meta-clivagens. A degradação de 

carbazol apresenta algumas diferenças em algumas cepas, como a possível formação de 

ácido indol-3-acético como intermediário em LD2 (GIEG et al., 1996) e a ocorrência de 

meta-clivagem de catecol em OM1, resultando em 2-hidroximucônico semialdeído, que 

também pode ser intermediário para TCA (OUCHIYAMA et al., 1998).  

 

2.3 Operons de degradação de carbazol 

 

A estrutura dos operons que compreendem os genes de degradação de bactérias é 

resultante dos processos de adaptação dos microorganismos à exposição a compostos 

tóxicos ou xenobióticos. A análise da sua organização genética permite verificar 

diferenças entre os genes homólogos, assim como fornece indícios dos processos de 

recrutamento e rearranjo dos genes envolvidos (INOUE et al., 2004). 

As ORFs relacionadas à degradação de carbazol, assim como outros sistemas de 

degradação de aromáticos, constituem um operon em que o gene regulador ligado ao 

agregado de genes é transcrito na direção oposta (BENEDIK et al., 1998). A regulação 

do mecanismo de degradação de carbazol parece estar sujeita à ativação da transcrição 

dos genes pelo substrato. Embora estas conclusões sejam preliminares (BENEDIK et 

al., 1998), a detecção da atividade destas enzimas em Sphingomonas CB3 só foi 

possível com crescimento da bactéria em carbazol, e não em acetato ou succinato 

(SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998), indicando uma atividade do operon sob 

regulação. É descrita na literatura a identificação do operon car de degradação de 

carbazol em Pseudomonas sp. CA10 (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b), em 

Pseudomonas stutzeri OM1 (OUCHIYAMA et al., 1998) e em  Sphingomonas CB3 

(SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998). Foi verificada alta homologia (acima de 99%, 

com diferença de apenas alguns nucleotídeos) entre os genes envolvidos na degradação 

de carbazol em OM1 e CA10, com oito ORFs e mapa de restrição dos operons muito 

similares, embora tenham sido isoladas em diferentes locais (OUCHIYAMA et al., 

1998). As seqüências do operon car de CA10 e CB3, entretanto, apresentam 
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homologias muito baixas (cerca de 10% entre os genes correspondentes) e o arranjo dos 

genes no operon é muito diferente, como pode ser verificado na Figura 2.2. Além disso, 

os genes presentes no operon de 6085bp de Sphingomonas CB3 codificam quatro 

diferentes enzimas, enquanto o operon de Pseudomonas sp. CA10 codifica três enzimas. 

A etapa de conversão de carbazol a 2’-aminobifenil-2,3-diol é realizada por uma 

dioxigenase em CA10 e catalisada por duas enzimas em CB3 (uma oxigenase e uma 

desidrogenase). As demais etapas são similares nas duas cepas, catalisadas, 

respectivamente, por dioxigenases com atividade de meta-clivagem e hidrolases. Os 

pesquisadores que estudam a cepa CA10 de Pseudomonas sp. (SATO et al., 1997a, 

NOJIRI et al., 2001a) verificaram que a quantidade de bases G+C presentes no operon 

car é inferior à quantidade presente no DNA da cepa, o que sugere que estes genes 

tenham sido obtidos de outro microorganismo. Além disso, o operon car está localizado 

em um megaplasmídeo em Pseudomonas sp. CA10 (NOJIRI et al., 2001a). No caso da 

cepa Sphingomonas CB3 (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998) o percentual de bases 

G+C (aproximadamente 61%) dos genes car são próximos às quantidades presentes nos 

genes de outras espécies desta bactéria, inclusive aquelas capazes de degradar 

compostos aromáticos.  

Na cepa Sphingomonas KA1 (HABE et al., 2002), foi amplificado um fragmento 

de gene de 1100pb do operon relacionado com a degradação de carbazol, contendo duas 

possíveis ORFs, empregando iniciadores da PCR (primers) desenhados especificamente 

para a seqüência de carAa da cepa CA10 (810pb) e CB3 (918pb). A seqüência deduzida 

de aminoácidos da primeira (ORF1) mostrou 61% de identidade com a componente 

oxigenase-terminal da carbazol 1,9a-dioxigenase (CarAa), enquanto a seqüência de 

aminoácidos da segunda (ORF2) apresentou 40% de identidade com a menor 

subunidade da 2’-aminobifenil-2,3-diol 1,2-dioxigenase (CarBa) da cepa CA10, ou seja, 

resultados moderados de homologia. Este resultado revelou que o possível códon ATG 

de início do gene carBa de KA1 ocorre antes do códon de fim do gene carAa, o que 

difere da cepa CA10, que possui um intervalo de 57pb entre as seqüências dos dois 

genes. Além disso, a seqüência de aminoácidos da ORF1 não apresentou homologia 

com a seqüência de CarAa da cepa CB3 e 100% de identidade com as regiões CarAa e 

CarBa da cepa Sphingomonas GTIN11, isolada por KILBANE II et al. (2002). Os genes 

relacionados à degradação de carbazol em Sphingomonas GTIN11 foram analisados por 

bioinformatica, sendo identificados cinco ORFs, iniciadas por códons ATG ou GTG e 
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precedidos por potenciais sítios de ligação ribossomais (RBS). Neste trabalho, 

KILBANE II et al. (2002) descrevem que as enzimas envolvidas na degradação de 

carbazol em GTIN11 apresentam � 61% de similaridade com as enzimas presentes em 

outras cepas capazes de degradar carbazol. Uma diferença significativa desta cepa com 

relação a outras descritas na literatura é sua capacidade de expressar as enzimas da rota 

de degradação de carbazol de forma constitutiva. 

INOUE et al. (2004) identificaram que o operon car das cepas Pseudomonas sp. 

cepa K23 e Janthinobacterium sp. cepa J3, embora com algumas diferenças estão 

relacionados com a estrutura da cepa Pseudomonas sp. CA10. Já o operon de 

degradação de carbazol da cepa Sphingomonas sp. KA1, embora com partes gênicas 

comuns à CA10, apresenta uma estrutura divergente. Análises das seqüências dos genes 

mostraram que a cepa K23 apresenta dois operons car, um deles com uma cópia do 

gene carAa e outro com o gene duplicado, com regiões vizinhas praticamente idênticas 

às da cepa CA10 e, diferentemente de ambas, o operon car de Janthinobacterium sp. 

não apresenta os genes carEF, mas os demais genes carAaBaBbCAcORF7Ad com 94% 

de identidade no nível de aminoácidos com CA10. A componente ferrodoxina da 

carbazol dioxigenase (CarAc) das cepas CA10, K23 e J3 é do tipo Rieske, enquanto a 

cepa KA1 possui uma ferrodoxina do tipo putidaredoxina, que funciona como mediador 

de elétrons para CarAa. Os genes carAaBaBbCAc de Sphingomonas sp. KA1 são 

idênticos aos da cepa GTIN11. Nas regiões localizadas antes dos genes car de J3  e 

KA1, foi identificada uma ORF, de 547pb, denominada carR, cuja seqüência deduzida 

de aminoácidos apresentou homologia com os reguladores da transcrição pertencentes à 

família GntR. Na cepa KA1, a proteína CarR funciona como repressora na ausência de 

carbazol e quando este composto está presente liga-se a CarR, resultando na ativação da 

rota (INOUE et al., 2004). O gene carR já havia sido detectado na cepa Sphingomonas 

GTIN11 (KILBANE II et al., 2002), embora com a região 3'-terminal apresente 

diferenças significativas, possivelmente porque tenha sido corrompido pela inserção da 

seqüência IS6100. Isto sugere que sua capacidade de expressar as enzimas de 

degradação de carbazol de forma constitutiva seja derivada da interrupção da proteína 

reguladora (INOUE et al., 2004).  

Os genes identificados da cepa Gram-positiva Nocardioides sp. IC177 (INOUE et 

al., 2005) não apresentam alta homologia (mais de 90% de identidade) com os genes 

das cepas Gram-negativas Pseudomonas resinovorans CA10, Sphingomonas sp. KA1 e 
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CB3 e na hibridização com os genes car destas cepas foi identificado 51% e 36% de 

identidade com os genes carAa e carC homólogos com os da cepa KA1. 

  Não foi verificada amplificação de genes de Gordonia amicalis cepa F.5.25.8 por 

PCR empregando oligonucleotídeos específicos para carA, possivelmente pela 

ocorrência de rearranjos gênicos, levando a uma organização genética diferente dos 

genes car responsáveis pela degradação de carbazol pela bactéria (SANTOS et al., 

2005). 

Os operons relacionados à degradação de carbazol (cepas CA10, CB3, KA1) são 

comparados na Figura 2.2. Verifica-se que a organização dos genes que codificam a 

enzima que catalisa a primeira etapa da reação é bastante diferente para as cepas CA10 

e CB3. O operon da cepa OM1 é praticamente idêntico ao da cepa CA10 (99% de 

homologia) e o da cepa J3 apresenta 94% de homologia.  

 

 

Figura 2.2 Operons de degradação de carbazol da cepa Pseudomonas sp. CA10,  Sphingomonas 

CB3 e Sphingomonas sp. cepa KA1 (modificado de SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998 e 

INOUE et al., 2004). 
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Enquanto as enzimas de degradação de carbazol a ácido antranílico estão presentes 

no operon car, existente em diferentes gêneros de Pseudomonas (SATO et al., 1997a, 

SATO et al., 1997b, SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998, NOJIRI et al., 2001a), os 

genes que codificam as enzimas da rota β-cetoadipato formam um conjunto de genes 

cat, presentes no cromossomo da bactéria (NOJIRI et al., 2001a). OUCHIYAMA et al. 

(1998) descrevem que o operon cat em Pseudomonas stutzeri OM1 é composto por 

quatro ORFs, sendo que a primeira delas codifica uma ferrodoxina e a segunda a enzima 

responsável pela meta-clivagem do anel de catecol. Estes genes foram identificados por 

NOJIRI et al. (2002) como catR, catB, catC e catA, o primeiro atuando como um 

regulador positivo do operon cat e as demais codificando as enzimas da rota  

β-cetoadipato: CatA codifica a catecol 1,2-dioxigenase, CatB uma cicloisomerase e 

CatC uma isomerase. Os genes cat são fortemente induzidos pela ausência da fonte de 

carbono na cultura e reprimidos pela sua presença, sugerindo que o nível de expressão 

de cat seja controlado por um mecanismo de repressão catabólica.   

Em trabalho recente, NOJIRI et al. (2001a) sugerem que três ORFs codificam a 

enzima antranilato 1,2-dioxigenase que promove a reação de ácido antranílico a catecol, 

antA, antB e antC. Estes genes formam um operon denominado ant, que também está 

localizado no mesmo megaplasmídeo em que está o operon car de Pseudomonas 

resinovorans CA10 (MAEDA et al., 2003).  

O mapeamento completo do megaplasmídeo foi determinado por MAEDA et al. 

(2003). Neste plasmídeo, denominado pCAR1, de 199kb, que carrega 190 ORFs, foram 

identificados genes relacionados à manutenção e processamento de DNA (repA, 

parWABC, recT), genes para transferência conjugativa (tra e trh), sugerindo que o 

plasmídeo seja autotransmissível (INOUE et al., 2004, INOUE et al., 2005), genes de 

transposição ou integração (tnp), transporte, regulação, além de genes relacionados à 

degradação (carAaAaBaBbCAcAdDFE e antABC). Todos os genes e ORFs podem ser 

verificados no mapa do plasmídeo pCAR1 apresentado na Figura 2.3. Segundo dados de 

MAEDA et al. (2003), o plasmídeo é mantido de forma estável na bactéria cultivada em 

meio rico e cumpre um importante papel na distribuição (ou recrutamento) dos genes 

car na natureza (INOUE et al., 2005).  

Os operons car das cepas Sphingomonas sp. KA1 e GTIN11 também estão 

localizados em um elemento genético móvel, que pode mediar a transferência lateral de 



 25

genes. Foi identificado que estes genes estão localizados em um megaplasmídeo (HABE 

et al., 2002), denominado pCAR3, de estrutura genética total diferente de pCAR1, mas 

que ainda está sendo determinada (INOUE et al., 2004).  

 

Figura 2.3 Mapa circular dos genes do plasmídeo pCAR1 (MAEDA et al., 2003). Genes ou 

ORFs codificados em sentido horário estão localizados fora do círculo, enquanto aqueles 

localizados dentro do círculo são codificados em sentido anti-horário. As possíveis funções de 

cada gene estão descritas por: manutenção e processamento do DNA (laranja), transferência 

conjugativa (verde escuro), transposição e integração (azul), degradação (vermelho), transporte 

(verde claro), regulação (preto), outras funções (rosa), funções desconhecidas e com homologia 

a proteínas hipotéticas (cinza) e sem homologia (amarelo). 
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2.4 Enzimas e genes do operon car da rota de degradação do carbazol  

 

A degradação de carbazol pela cepa CA10 de Pseudomonas sp. tem sido bastante 

estudada (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b, NOJIRI et al., 2001a), sendo 

descrita uma série de enzimas relacionadas à rota de degradação de carbazol e seus 

respectivos genes, presentes no operon car localizado no genoma da bactéria. Três 

dessas enzimas, CarA, CarB e CarC, e seus respectivos genes, são responsáveis pela 

reação de degradação completa do carbazol a ácido antranílico. Na parte do operon 

responsável por estas etapas enzimáticas, foram identificadas oito ORFs, cada uma 

contendo um sítio de ligação ribossomal, identificado pelas seqüências de Shine-

Dalgarno, localizado na parte não-codificante dos genes, ou seja, upstream ao possível 

códon de iniciação da transcrição do gene (seqüência ATG, que codifica o aminoácido 

metionina (M), ou GTG no caso das ORFs do operon car). A representação esquemática 

deste operon é apresentada na Figura 2.2. Seqüências altamente similares deste operon 

foram encontradas em Pseudomonas stutzeri OM1 (OUCHIYAMA et al., 1998). No 

caso de Sphingomonas CB3 (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998), a análise da 

seqüência de nucleotídeos mostrou a presença de seis ORFs completas e uma parcial, 

todas transcritas na mesma orientação. As ORFs iniciam pelo códon canônico de 

iniciação ATG (carAbAcCD) ou pelo códon GTG (carAdB), mais raro e menos 

eficiente. O códon de iniciação GTG, entretanto, não é incomum em operons envolvidos 

na degradação de compostos aromáticos (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998). 

O estudo dos genes envolvidos na degradação de carbazol por Pseudomonas sp. 

CA10 (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b) e Pseudomonas stutzeri OM1 

(OUCHIYAMA et al., 1998) foi realizado empregando diferentes enzimas de restrição e 

realizando digestões parciais e totais para a criação de uma biblioteca de DNAs. No 

estudo do operon de Sphingomonas CB3 (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998), a 

técnica de PCR foi usada para obtenção dos genes.  
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2.4.1 Carbazol dioxigenase (CarA)  

A etapa inicial da degradação de carbazol pela cepa CA10 de Pseudomonas sp. 

ocorre através da ação catalítica da carbazol 1,9a-dioxigenase (CarA) na posição 

angular adjacente ao átomo de nitrogênio, que ocorre via formação de um composto 

intermediário dihidroxilado, que é convertido espontaneamente a 2'-aminobifenil-2,3-

diol (SATO et al., 1997b, BENEDIK et al., 1998), como mostra a Figura 2.4. De 

maneira diferente ocorre em Sphingomonas CB3 (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 

1998), que apresenta no operon car a codificação de uma enzima dihidrodiol 

desidrogenase (de 28kDa, denominada CarB), que juntamente com a carbazol 

dioxigenase (CarA), é responsável pela conversão de carbazol em 2'-aminobifenil-2,3-

diol nesta cepa. 

 

Figura 2.4 Mecanismo de conversão microbiológica de carbazol em 2'-aminobifenil-2,3-diol 

(modificado de BENEDIK et al., 1998) pela ação da enzima carbazol 1,9a-dioxigenase (CarA) 

da cepa CA10 de Pseudomonas sp., com a passagem por um composto intermediário instável. 

 

As oxigenases são enzimas capazes de incorporar diretamente um 

(monooxigenases) ou dois átomos de oxigênio (dioxigenases) atmosférico em um co-

substrato (WACKETT, 2002). A dioxigenação, realizada por sistemas enzimáticos 

multicomponentes in vivo, é uma das mais importantes reações iniciais envolvidas na 

biodegradação e metabolismo de hidrocarbonetos e de compostos aromáticos em 

bactérias (NOJIRI et al., 1999, WACKETT, 2002). Dois tipos de reação são verificados 
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para a degradação de compostos aromáticos: dioxigenação nas posições laterais dos 

anéis aromáticos, como bifenil, tolueno e naftaleno, resultando na formação de cis-

dihidrodióis, e um modo atípico de dioxigenação do núcleo aromático, que é a 

dioxigenação angular, realizada para a conversão microbiológica de carbazol, entre 

outros compostos, como dibenzofurano, dibenzo-p-dioxina, difenil éter, fluoreno e 

dibenzotiofeno, alguns contendo heteroátomos O e S, similar ao N do carbazol. Estes 

compostos, entretanto, também são degradados via dioxigenação lateral e 

monooxigenação por diferentes rotas microbiológicas. A análise filogenética e a 

comparação da especificidade de substratos sugerem que o modo atípico de 

dioxigenação, que é o ataque da posição angular, seja originado da relaxada 

especificidade de substratos da família das oxigenases de Rieske com ferro que não 

apresenta configuração de grupamento heme. Além disso, a caracterização genética das 

rotas de degradação de compostos como carbazol sugerem a possibilidade de 

recrutamento de genes de várias outras bactérias e que estas rotas catabólicas ainda não 

sejam maduras sob o prisma da evolução (NOJIRI et al., 2001b).  

Estas dioxigenases, que possuem agregados ferro-enxofre do tipo Rieske, 

coordenados por duas histidinas e duas cisteínas e identificadas por Cys2His2[2Fe-2S], 

apresentam estrutura e mecanismo de atuação distintos das enzimas que possuem 

domínios ferro-enxofre diferentes, do tipo encontrado em plantas, que contém quatro 

cisteínas ligantes aos átomos de ferro, sob a forma Cys4[2Fe-2S]. Os centros de Rieske 

geralmente apresentam um potencial redox maior, o que pode ser importante no 

controle do fluxo de elétrons durante o ciclo catalítico da oxigenase (WACKETT, 

2002). O mecanismo de atuação de sítios de Rieske com ferro sem configuração de 

grupo heme em dioxigenases é descrito por WACKETT (2002). As dioxigenases 

multicomponentes que possuem domínio de Rieske empregam piridina nucleotídeo 

reduzida como fonte inicial dos dois elétrons necessários para a ativação do oxigênio 

molecular. Estes elétrons passam para um componente protéico que contém um cofator 

flavina (FAD) capaz de atuar como um interruptor redox para passagem dos elétrons. 

Estes elétrons são, individualmente, carreados para um centro do tipo [2Fe-2S], presente 

na mesma proteína com domínio FAD ou em uma componente ferrodoxina separada. 

Em última instância, os elétrons são transferidos ao componente da dioxigenase que 

contém o domínio com agregado [2Fe-2S] de Rieske e o centro de ferro mononuclear 

(WACKETT, 2002). O sítio em que ocorre a ligação e ativação do oxigênio ocorre no 
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centro de ferro sem configuração de grupamento heme da dioxigenase, onde ocorre a 

formação de um complexo transiente formado entre enzima-substrato-O2. Estudos de 

estrutura de raios-X destas enzimas indicam que o ferro mononuclear apresenta pelo 

menos um sítio aberto para ligação de moléculas pequenas como O2. Além disso, 

medidas de EPR (Ressonância Paramagnética Eletrônica) indicam que o centro de ferro 

não interage diretamente com o substrato orgânico. Essas evidências sugerem que o 

ataque ao substrato é feito através da formação de um intermediário Fe�O�O�substrato 

(WACKETT, 2002).  

Há na literatura uma série de esquemas propostos para organizar e classificar as 

informações das oxigenases com agregado ferro-enxofre de Rieske e ferro sem 

configuração heme (NAM et al., 2001, WACKETT, 2002). As dioxigenases 

multicomponentes, envolvidas na hidroxilação de anéis de substratos aromáticos, foram 

classificados em três grupos por BATIE et al., em 1991, em termos do número de 

componentes que constituem o sistema enzimático e da natureza dos centros redox 

(NAM et al., 2001). Todas as oxigenases-terminais consistem em proteínas ferro-

enxofre com agregado de Rieske [2Fe-2S] e ferro mononuclear, cuja cadeia de 

transporte de elétrons pode ocorrer por uma ou por duas subunidades separadas. A 

diferenciação dos grupos é feita pela caracterização destas subunidades: o grupo IA 

contém subunidade redutase com domínios FMN e [2Fe-2S] de planta e IB contém este 

mesmo agregado ferro-enxofre, mas com domínio FAD; o grupo II é formado por uma 

subunidade redutase com domínio FAD e uma subunidade ferrodoxina, com agregado 

[2Fe-2S] de planta para subgrupo IIA e de Rieske para IIB; o grupo III apresenta 

componente redutase com domínios FAD e Cys4[2Fe-2S] e componente ferrodoxina 

com Cys2His2[2Fe-2S]. Neste último grupo estão classificados a carbazol 1,9a-

dioxigenase e a naftaleno dioxigenase de Pseudomonas sp.  

Segundo NAM et al. (2001), esta classificação apresenta discrepâncias com a 

afiliação filogenética e à medida que novas dioxigenases são identificadas e 

caracterizadas. Desta forma, estes autores propõem um novo esquema de classificação, 

baseado na homologia das seqüências de aminoácidos das subunidades α da 

componente oxigenase-terminal destas enzimas, uma vez que é nesta subunidade que se 

localiza o sítio ativo metálico e que determina a especificidade do substrato. Alguns 

estudos indicam que a subunidade β das oxigenases é essencial para sua atividade, mas 
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não tem papel significativo na determinação da especificidade das enzimas; outros 

sugerem que tanto a subunidade α quanto β influenciam na interação enzima-substrato. 

O estudo da naftaleno dioxigenase indica que a subunidade β deva ter um papel 

estrutural na holoenzima. Estes resultados subsidiam o fato de que, embora a 

subunidade β possa ter algum papel na atividade enzimática, ainda necessitando de mais 

estudos, a subunidade α tem o papel mais crítico no reconhecimento do substrato (NAM 

et al., 2001). Além disso, alguns estudos indicam que uma única componente redutase e 

ferrodoxina pode atuar em combinação com um número grande de diferentes 

componentes dioxigenases de Rieske (WACKETT, 2002). Estes argumentos (NAM et 

al., 2001, WACKETT, 2002) parecem dar subsídios bastante consistentes para a 

classificação das enzimas segunda as características de suas cadeias α. Assim, no grupo 

I estão classificadas as oxigenases que consistem em homo-multímeros, ou seja, apenas 

possuem subunidades α idênticas, enquanto os grupos II, III e IV incluem oxigenases 

que formam heterodímeros, formadas por subunidades não-idênticas α (maior) e β 

(menor). A carbazol 1,9a-dioxigenase, como não apresenta cadeia β está classificada no 

grupo I, enquanto típicos exemplos de cada grupo são: benzoato e toluato dioxigenases 

no grupo II, naftaleno dioxigenase no grupo III e benzeno, tolueno e bifenil 

dioxigenases no grupo IV. Desta forma, ambas formas de classificação podem ser 

utilizadas de forma complementar para expressar tanto a afiliação filogenética quanto os 

aspectos bioquímicos da enzima, especialmente da cadeia de transporte de elétrons 

(NAM et al., 2001).   

A enzima identificada na cepa CA10 de Pseudomonas sp., por SATO et al. 

(1997b), capaz de degradar carbazol, é uma dioxigenase codificada por três diferentes 

ORFs, que estão localizadas no operon car como mostrado esquematicamente na Figura 

2.2. É uma enzima de três componentes similar à naftaleno dioxigenase (SHEPHERD E 

LLOYD-JONES, 1998). O operon car estudado pelos pesquisadores contém, entretanto, 

quatro ORFs relacionadas com a ação da carbazol 1,9a-dioxigenase, sendo verificado 

que as duas primeiras, localizadas uma após a outra, apresentam seqüência de 

nucleotídeos idênticas, com apenas uma base de diferença localizada na seqüência  

5' upstream (na parte não codificante do gene). Estas seqüências foram denominadas 

carAa por SATO et al. (1997b) e apresentam cerca de 30% de homologia com as 

maiores subunidades dos componentes terminais de outras oxigenases. Mais 

recentemente, foi identificada relação filogenética com a oxigenase componente da  
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2-oxo-1,2-dihidroquinolina 8-monooxigenase de Pseudomonas putida (NOJIRI E 

OMORI, 2002), com a qual apresenta 35% de identidade (NAM et al., 2005). A 

seqüência consenso (CXHX16-17CXXH) de proteínas ferro-enxofre do tipo Rieske que 

formam sítio de ligação de agregado [2Fe-2S] foi encontrada em carAa. As ORFs 

apresentam também o motivo EX3-4DX2HX4-5H (JIANG et al., 1996, SATO et al., 

1997b) que supostamente age como um ligante mononuclear de ferro no sítio de 

ativação do oxigênio. O gene carAa é indispensável para a metabolização do carbazol, 

mas a reação não necessita das duas ORFs para ocorrer, uma vez que não foram 

verificadas diferenças significativas na atividade da enzima pela presença do gene 

duplicado. O significado da presença de duas cópias de carAa é ainda desconhecido 

(NOJIRI E OMORI, 2002) e exige mais estudos, uma vez que é difícil a manutenção de 

genes duplicados com a mesma função, a não ser nos casos em que sejam responsáveis 

pela codificação de uma enzima que catalise uma reação limitante e a duplicação 

permita a expressão de maiores concentrações da mesma (SATO et al., 1997b, 

BENEDIK et al., 1998). A expressão deste gene, de 1152pb, em Escherichia coli, 

confirmou a expressão de uma proteína com 43kDa. A seqüência de nucleotídeos da 

ORF carAc apresenta aproximadamente 60% de homologia com as componentes 

ferrodoxina das dioxigenases envolvidas na degradação de clorobenzeno e tolueno por 

diferentes gêneros de Pseudomonas e da bifenil dioxigenase de Rhodococcus sp.  

O gene carAc também apresenta a seqüência de proteínas ferro-enxofre de Rieske 

que formam sítio de ligação de cluster [2Fe-2S], indicando que esta ORF codifica a 

subunidade ferrodoxina da dioxigenase CarA de Pseudomonas sp. CA10. A estrutura 

cristalográfica composta por três folhas-β desta subunidade foi recentemente 

determinada por NAM et al. (2005), sendo comprovado que seu enovelamento é 

altamente semelhante ao da componente ferrodoxina da bifenil dioxigenase de 

Burkholderia cepacia cepa LB400 (COLBERT et al., 2000), com diferenças na 

distribuição de cargas na superfície.  

A seqüência carAd identificada por SATO et al. (1997b) apresenta sítio de ligação 

de clusters [2Fe-2S] presentes em proteínas ferro-enxofre de plantas (CX4CXXCX29C), 

localizado perto da posição N-terminal da seqüência deduzida de aminoácidos de 

CarAd. É também encontrada em carAd a seqüência envolvida na ligação de FAD e 

NAD na posição C-terminal da provável seqüência de aminoácidos da proteína. Além 
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destas características, a seqüência apresenta cerca de 50% de homologia com 

componentes ferrodoxina redutases de diferentes Pseudomonas que compõem sistemas 

monooxigenases que degradam tolueno e alquenos, assim como da naftaleno 

dioxigenase (SATO et al., 1997b, NOJIRI E OMORI, 2002), subsidiando que carAd 

codifica a componente ferrodoxina redutase da carbazol 1,9a-dioxigenase (CarA). A 

expressão em Escherichia coli dos genes carAc e carAd resultou em proteínas com 11 e 

36kDa, respectivamente.  

A hipótese de que o gene denominado ORF 7 por SATO et al. (1997b) codifica a 

menor subunidade da componente terminal da carbazol 1,9a-dioxigenase foi testada 

pelos pesquisadores empregando vetores contendo todos os genes relacionados à enzima 

(carAa(1)A(2)AcAd), com ou sem interrupção da ORF7, permitindo ou não a expressão 

deste gene.  O estudo da atividade destes clones (com expressão ou não da proteína de 

11kDa codificada pela ORF7) sobre carbazol não apresentou diferenças no rendimento 

em 2’-aminobifenil-2,3-diol, sugerindo que este gene não é indispensável para a 

atividade da enzima carbazol 1,9a-dioxigenase. Estes resultados sugeriram aos 

pesquisadores que a proteína carbazol 1,9a-dioxigenase apresenta uma única subunidade 

da componente terminal, codificada por carAa. 

Segundo resultados de análise filogenética (NOJIRI E OMORI, 2002, NAM et al., 

2005), as subunidades CarAa e CarAd são mais próximas às componentes oxigenase e 

redutase de monooxigenases multicomponentes do que aos sistemas dioxigenases. Há 

descrições na literatura de que as componentes redutases dos sistemas de oxigenases de 

Rieske podem ser substituídas por outras redutases e ferrodoxina-redutases, embora as 

componentes ferrodoxinas raramente possam ser substituídas por componentes não 

relacionadas. No sistema enzimático da carbazol dioxigenase, é relatado que CarAd 

pode ser substituído por uma redutase não relacionada, mas CarAc é indispensável para 

a transferência de elétrons para CarAa, sugerindo que existe uma interação específica 

entre CarAc e CarAa (NAM et al., 2002b). Além disso, a distante afiliação filogenética 

das três componentes da carbazol dioxigenase indica a possibilidade delas terem sido 

recrutadas de diferentes sistemas de oxigenases (NOJIRI E OMORI, 2002). 

Através da purificação do sistema da carbazol 1,9a-dioxigenase por NAM et al. 

(2002a) e (2002b) e da caracterização espectroscópica dos componentes CarAa, CarAc 

e CarAd da carbazol dioxigenase de Pseudomonas resinovorans CA10, foi proposta a 
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função de cada um dos componentes, como mostrado na Figura 2.5, de forma similar ao 

que acontece com outras enzimas descritas na literatura, como a naftaleno e tolueno 

dioxigenase e de acordo com o mecanismo apresentado por WACKETT (2002). 

Segundo estes trabalhos, os monômeros carAc, de 13kDa e carAd, de 37kDa, 

funcionam, respectivamente, como componentes ferrodoxina e ferrodoxina-redutase no 

transporte de elétrons de NADH para a componente oxigenase-terminal, carAa. Esta 

subunidade, por sua vez, cujo monômero apresenta 44kDa, foi purificada sob a forma de 

um homotrímero, com 132kDa (NAM et al., 2002a, NAM et al., 2002b). As funções 

propostas para cada uma das subunidades estão de acordo com as funções sugeridas 

pela seqüência de aminoácidos deduzida de cada uma delas. A atividade da enzima 

carbazol dioxigenase, para conversão de carbazol a 2’-aminobifenil-2,3-diol, depende 

da coexistência de todas as subunidades, como descrito anteriormente em outros artigos 

deste grupo (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b).  

 

 

Figura 2.5 Componentes e funções das subunidades da enzima carbazol 1,9-dioxigenase, com 

mecanismo de transferência de elétrons propostos por NAM et al. (2002a) e (2002b). 

 

A enzima dioxigenase (CarA) que ataca o anel aromático do carbazol em 

Sphingomonas CB3 (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998) é composta por três 

componentes, similar à bifenil dioxigenase e tolueno dioxigenase, mas apresenta baixa 

homologia à carbazol 1,9a-dioxigenase de Pseudomonas CA10. A carbazol oxigenase 

da cepa CB3 é codificada por quatro genes (carAaAbAcAd), localizados um após o 

outro no operon car da bactéria, como mostra a Figura 2.2. A componente oxigenase-
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terminal é composta por duas subunidades, codificadas pelos genes carAaAb, diferente 

da configuração da carbazol 1,9a-dioxigenase de CA10, que é formada e codificada por 

apenas uma subunidade e pelo gene carAa. O gene carAa da cepa CB3 codifica a 

subunidade maior (α) da componente ferro-enxofre e contém a seqüência do motivo de 

Rieske [2Fe-2S], com os resíduos conservados Cys e His, enquanto carAb codifica a 

subunidade menor (β) da componente ferro-enxofre. A ORFs carAc apresenta 

homologia com as subunidades ferrodoxinas de dioxigenases e conserva motivo de 

ligação de Rieske [2Fe-2S]. O gene carAd codifica a subunidade redutase e a seqüência 

de aminoácidos referente a proteínas associadas a membranas. Diferentemente da 

carbazol 1,9a-dioxigenase de CA10, não há evidências se a enzima CarA da cepa CB3 

catalise um ataque por uma dioxigenação angular (NOJIRI et al., 2001b).        

Os resultados apresentados por SATO et al. (1997b) (Tabela 2.1) para oxidação de 

diferentes substratos pela enzima carbazol 1,9a-dioxigenase, denominada CarA, 

mostram que ela é capaz de oxidar de forma eficaz uma grande variedade de compostos 

poliaromáticos além do carbazol, como dibenzo-p-dioxina, fenoxazina, fenotiazina, 

bifenil, fenantreno e antraceno (com conversões de substrato superiores a 90%). A 

enzima é também capaz de degradar com conversões médias dibenzofurano, 

fenoxantina, xanteno e naftaleno, mas não é capaz de catalisar a reação de fenazina. 

Além destas evidências de uma larga faixa de substratos, a enzima CarA é capaz de 

catalisar diversos tipos de oxigenações: dioxigenação angular, cis-dihidroxilação e 

monooxigenação, o que não é comum entre enzimas descritas na literatura. A enzima 

somente é capaz de catalisar dioxigenação angular na posição adjacente a átomo de 

oxigênio e nitrogênio e não a átomo de enxofre ou carbono (NOJIRI et al., 1999).   
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Tabela 2.1 Conversão e especificidade da enzima carbazol 1,9a-dioxigenase empregando 

diferentes compostos poliaromáticos como substratos. Os produtos de reação de carbazol, 

dibenzofurano e dibenzotiofeno indicam o ataque da posição angular adjacente ao átomo de N 

ou O (modificado de SATO et al., 1997b, NOJIRI et al., 1999). 

Substrato Número de produtos da oxidação Substrato não consumido (%) 

carbazol 1 (2'-aminobifenil-2,3-diol) 1,5 

dibenzofurano 1 (2,2',3-trihidroxibifenil) 48,5 

dibenzotiofeno 1 (dibenzotiofeno-5-óxido) 45 

fluoreno 3 (9-hidroxifluoreno + fluoreno dihidrodióis) 81 

n-metilcarbazol 1 (não testado) 

n-etilcarbazol 1 (não testado) 

dibenzo-p-dioxina 1 (2,2',3-trihidrodifenil éter) 4 

fenazina (não detectado) (não testado) 

fenoxazina 1 1 

fenotiazina 1 8 

fenoxatina 1 (2,2’,3-trihidroxidifenil sulfeto) 25 

xanteno 1 (2,2’,3-trihidroxidifenilmetano) 53 

bifenil 1 (cis-2,3-dihidroxi-2,3-dihidrobifenil) 0,0 

naftaleno 1 (cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno) 24 

fenantreno 2 5,5 

antraceno 2 (cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidroantraceno) 9 

fluoranteno 2 (cis-2,3-dihidroxi-2,3-dihidrofluorantreno 

+ 7-hidroxifluorantreno) 

90 

 

 

2.4.2 Dioxigenase de meta-clivagem (CarB) 

 

A enzima que catalisa a meta-clivagem do composto 2'-aminobifenil-2,3-diol, 

provocando a abertura do anel hidroxilado, também é uma dioxigenase, mas codificada 

de diferentes formas para os microorganismos empregados na degradação do carbazol 

(SATO et al. 1997a, SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998). Nesta reação, o composto 

2'-aminobifenil-2,3-diol sofre um ataque na posição meta do anel hidroxilado, 

resultando no ácido 2-hidroxi-6-oxo-6-(2’-aminofenil)-hexa-2,4-dienóico, que mantém 
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o grupo aminofenil e apresenta um grupamento ácido (COOH) e uma ligação dupla com 

oxigênio.  

Existem duas classes de dioxigenases envolvidas na quebra de ligações C-C de 

anéis aromáticos: intradiol e extradiol, ambas classes de enzimas metalo-dependentes. 

As duas classes diferem pelo estado de oxidação do ferro do sítio ativo e levam a 

produtos distintos quando catalisam reações de quebra de anéis catecol do mesmo 

substrato. As extradiol dioxigenases, classe à qual pertence a enzima 2'-aminobifenil-

2,3-diol dioxigenase, apresentam sítio ativo formado por um íon ferroso em 

configuração não-heme e catalisam a clivagem de anéis aromáticos em ligações C-C 

adjacentes aos grupos OH vicinais (clivagem na posição meta), enquanto as intradiol 

dioxigenases são capazes de quebrar ligações C-C entre os grupamentos OH de um anel 

catecol (clivagem na posição orto) devido à presença de um íon férrico (não-heme) em 

seu sítio ativo (SUGIMOTO et al., 1999, IWATA et al., 2003). Três classes (I, II e III)  

das extradiol dioxigenases já foram identificadas: as classes I e II apresentam estruturas 

primárias similares e possivelmente têm um ancestral comum (a classe II parece ter 

evoluído a partir da classe I por duplicação genética e apresenta dois domínios com 

praticamente o mesmo padrão), enquanto as classes III e II não compartilham nenhuma 

similaridade ao nível seqüencial ou estrutural (IWATA et al., 2003, IWATA et al., 

2004). Entretanto, os sítios ativos das classes II e III das extradiol dioxigenases 

apresentam características comuns que sugerem que elas compartilham o mesmo 

mecanismo reacional, apesar de suas estruturas 3D serem completamente diferentes 

(SUGIMOTO et al., 1999). Neste mecanismo, os dois grupamentos hidroxila do anel 

catecol coordenam-se diretamente ao Fe(II) do sítio ativo em uma geometria trigonal 

bipiramidal, seguido da ligação da molécula de O2 ao íon ferroso e a transferência de 

elétrons do catecol para o O2 mediada pelo ferro, resultando na quebra da ligação O-O. 

Esta molécula de O2 ativada ataca a ligação C-C do anel catecol do substrato 

(SUGIMOTO et al., 1999, SENDA et al., 1996, VAILLANCOURT et al., 2002). 

A enzima 2’-aminobifenil-2,3-diol 1,2-dioxigenase (CarB) é codificada por dois 

genes, carBa e carBb, indispensáveis para a atividade da enzima, localizados um após o 

outro no operon CAR de Pseudomonas sp. CA10, segundo Sato et al. (1997a). A 

seqüência de aminoácidos resultante da ORF identificada como carBb apresenta 30% de 

homologia com a subunidade LigB da enzima protocatecuato 4,5-dioxigenase de 

Pseudomonas paucimobilis SYK6, assim como foi identificada a conservação de 
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resíduos de histidina considerados essenciais para os sítios ativos, podendo constituir 

um sítio de coordenação para um cofator de ferro sem configuração heme. As duas 

subunidades da enzima foram expressas em Escherichia coli, confirmando por SDS-

PAGE as massas moleculares previstas: 10kDa para CarBa e 29kDa para CarBb, sob 

uma estrutura heterotetramérica do tipo α2β2, sendo verificada uma expressão em maior 

quantidade para a segunda subunidade (IWATA et al., 2003). 

A atividade da enzima CarB de Pseudomonas sp. CA10 foi testada com  

2,3-dihidroxibifenil (2,3-DHBP), análogo de 2'-aminobifenil-2,3-diol, sendo 

comprovada atividade de meta-clivagem sobre os dois substratos, com alta 

especificidade (SATO et al., 1997a, IWATA et al., 2003). Foram testados outros substratos 

(catecol, 3-metilcatecol e 4-metilcatecol), apresentados na Tabela 2.2, sendo verificado 

que a atividade da enzima que catalisa a meta-clivagem é praticamente negligenciável 

nestes casos. A atividade de meta-clivagem de CarB sobre 2'-aminobifenil-2,3-diol, 

medida com auxílio de eletrodo de oxigênio, mostrou um rápido consumo de O2 e 

produção simultânea do composto amarelo meta-clivado resultante da reação. Apesar da 

homologia de CarBb com LigB, a enzima CarB não apresentou atividade sobre 

protocatecuato. Por estes resultados, os pesquisadores sugerem que o sítio ativo da 

enzima esteja localizado na subunidade CarBb, mas consideram ainda indeterminada a 

localização do sítio de ligação de oxigênio e de reconhecimento do substrato.  

A enzima de meta-clivagem da cepa Pseudomonas stutzeri OM1 (OUCHIYAMA 

et al., 1998) é codificada pelos mesmos genes que CA10, sendo verificada alta 

homologia entre eles.   

O gene carC presente no operon da cepa CB3 de Sphingomonas (SHEPHERD E 

LLOYD-JONES, 1998) é caracterizado como o responsável pela codificação da enzima 

que catalisa a meta-clivagem do composto 2'-aminobifenil-2,3-diol, descrito como uma 

extradiol dioxigenase. Este gene contém resíduos de aminoácidos His147, His211 e 

Glu262, que estão implicados na coordenação de ferro do sítio ativo da enzima.   

A enzima de Pseudomonas sp. LD2 (GIBBS et al., 2003) foi purificada e 

apresentou duas subunidades (em uma estrutura α2β2-heterotetramérica de 70kDa) de 

tamanhos 8kDa (CarBa) e 25kDa (CarBb). Durante a purificação, foi verificado que a 

enzima apresenta caráter hidrofóbico e com estabilidade muito limitada.  



 38

Tabela 2.2 Medidas de atividade enzimática (medida pela formação dos produtos) e 

especificidade de substratos e parâmetros de cinéticos para as dioxigenases de meta-clivagem 

clonadas em Escherichia coli das cepa CA10 de Pseudomonas sp. (SATO et al., 1997a, IWATA 

et al., 2003), de Pseudomonas stutzeri OM1 (OUCHIYAMA et al., 1998), Pseudomonas sp. 

LD2 (GIBBS et al., 2003) e Sphingomonas CB3 (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998). 

Pseudomonas sp. CA10 

Substrato Atividade 

 (µmol/min/mg)  

Km  

(µM) 

Vmax  

(nmol/min/mg) 

kcat/Km 

(µM-1s-1) 

2,3- dihidroxibifenil 1,4  - 13,7a 1,2 ± 0,1 a 7435 - 

 101,7b 1,9 b - 3,3 

2'-aminobifenil-2,3-diol (reação rápida) 14 b - 0,25 

2,2’,3-trihidroxibifenil - 5,3 b - 1,4 

protocatecuato - 130b - 0,015 

catecol 0,02a 800b - 0,0036 

4-metilcatecol 0,08a 250b - 0,019 

3-metilcatecol 0,06a 1590,7 ± 171,4a 2016 - 

 - 150b - 0,016 

Pseudomonas stutzeri OM1   

 Atividade enzimática relativa (%)a 

bifenil-2,3-diol 100 

catechol 2,2 

3-metilcatecol 4,0 

4-metilcatecol 1,4 

Pseudomonas sp. LD2 

 Atividade específica 
 (mmol/min/mg)  

K'
m 

(µM) 

Vmax  

(mmol/min) 

Ks  

(µM) 

Smax  

(µM) 

2,3- dihidroxibifenil 1,2c 

48,1d 

5,1 44 37 13,7 

 >100e - - - - 

Sphingomonas CB3 

 Atividade enzimática (µmol/min/mg proteína) 

2,3- dihidroxibifenil 820,6 ± 19,4 

catecol 24,0 ± 1,2 
a extrato celular a 25°C e pH7,5 em tampão 50mM. b enzima purificada a 25°C e pH7,5 em tampão 
50mM. c lisado celular a 25°C e pH8 em tampão 25mM. d enzima purificada a 25°C e pH8,0 em tampão 
25mM. e enzima purificada a 40°C e pH8,0 em tampão 25mM. 
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Os resultados apresentados para CA10 e CB3 indicam que as enzimas de meta-

clivagem apresentam uma especificidade muito mais alta para a degradação de 

substratos com estrutura do tipo bifenil dihidroxilados (como 2'-aminobifenil-2,3-diol e 

2,3-dihidroxibifenil) do que para compostos derivados de catecol (com a presença de 

somente um anel aromático) (SATO et al., 1997a, SHEPHERD E LLOYD-JONES, 

1998, IWATA et al., 2003, GIBBS et al., 2003). Estes resultados indicam que a enzima 

pertence à classe III das extradiol dioxigenases, da família da enzima protocatecuato 

4,5-dioxigenase (IWATA et al., 2003, GIBBS et al., 2003). 

 

2.4.3 HOADA hidrolase (CarC) 

 

A terceira etapa da rota de degradação de carbazol, que faz a conversão do ácido 

2-hidroxi-6-oxo-6-(2’-aminofenil)-hexa-2,4-dienóico (HOADA) a ácido antranílico e  

2-hidroxipenta-2,4-dienóico é realizada pela enzima CarC. Esta hidrolase catalisa um 

dos mais raros tipos de reações enzimáticas, que é a quebra hidrolítica de uma ligação 

C-C. Este grupo de hidrolases, classificadas sob o grupo E.C. 3.7.1, atua sobre ligações 

C-C de substratos cetônicos, embora ainda pouco se saiba sobre este tipo de quebra 

hidrolítica envolvida na degradação de compostos aromáticos. Em muitos casos, como 

no metabolismo de bifenil, tolueno, a especificidade de substratos e as taxas de 

degradação das hidrolases determinam a capacidade de suas respectivas rotas 

catabólicas (FUSHINOBU et al., 2002, RIDDLE et al., 2003b). O mesmo papel de ser 

um dos fatores determinantes da especificidade de substratos da rota de degradação de 

carbazol é proposto para CarC (NOJIRI et al., 2003). 

Embora as hidrolases apresentem baixa similaridade seqüencial, verifica-se que se 

caracterizam por uma estrutura tridimensional com um enovelamento do tipo α/β 

conservado (NANDHAGOPAL et al., 2001, RIDDLE et al., 2003b). Esta estrutura α/β 

das hidrolases confere às enzimas desta família um mecanismo enzimático que parece 

ser similar, devido à presença de uma tríade catalítica com a configuração de resíduos 

nucleofílico-ácido-histidina. Estes três aminoácidos, embora estejam separados por um 

número variável de resíduos na estrutura primária, apresentam localização espacial 

similar na proteína enovelada. O resíduo nucleofílico, em muitos casos uma serina, fica 
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localizada em um motivo conservado, denominado cavidade nucleofílica (“nucleophilic 

elbow”), com uma seqüência consenso identificada por Sm-X-Nu-Sm-Sm, na qual Sm 

indica um aminoácido pequeno, geralmente uma glicina, X indica qualquer aminoácido 

e Nu indica o resíduo nucleofílico (RIDDLE et al., 2003b). A etapa inicial da reação 

consiste de um ataque nucleofílico, seguido da quebra por água do intermediário 

formado. A função do resíduo ácido e da histidina é ativar a molécula de água.   

As hidrolases podem ser divididas em vários grupos, conforme o substrato 

preferencial das enzimas. Embora haja várias enzimas com características 

intermediárias, as hidrolases do grupo I estão envolvidas na degradação de compostos 

aromáticos bicíclicos (como bifenil e carbazol), enquanto a maior parte das hidrolases 

que pertencem ao grupo III está envolvida na biodegradação de compostos 

monocíclicos com cadeias alquil laterais curtas, como tolueno, xileno e 

isopropilbenzeno (HERNÁEZ et al., 2000, NOJIRI et al., 2003, HABE et al., 2003). A 

especificidade de substrato de CarC de várias cepas é similar à das hidrolases 

classificadas no grupo I, mas apresenta maior similaridade seqüencial com as do grupo 

III, como indicado pelas árvores filogenéticas descritas por HERNÁEZ et al. (2000) e 

NOJIRI et al. (2003). Embora classificadas no grupo III, estas enzimas compreendem 

um ramo muito diverso neste grupo, devido às suas características intermediárias  entre 

os grupos e devido às diferenças nas especificidades por substratos  e poderiam ser 

classificadas num novo grupo de hidrolases (NOJIRI et al., 2003). O grupo II é 

representado por uma única hidrolase envolvida na biodegradação de ácido  

3-hidroxifenilpropiônico e o grupo IV é o mais heterogêneo, sendo composto, entre 

outras, por hidrolases que degradam ligações carbono-heteroátomo, como as 

carboxilesterases, enol-lactona hidrolases envolvidas em rotas catabólicas com orto-

clivagens e epóxido hidrolases, muitas conservando a tríade catalítica serina-aspartato-

histidina (HERNÁEZ et al., 2000).  

A seqüência traduzida do gene carC apresentou cerca de 30% de identidade com 

hidrolases de compostos meta-clivados presentes em outras bactérias. Este percentual de 

identidade com enzimas isofuncionais é maior do que para a primeira enzima da rota, 

CarA, sugerindo que as enzimas subseqüentes devam ser mais relacionadas com as 

enzimas correspondentes a outras rotas de degradação de aromáticos do que CarA 

(NORIJI et al., 2003). Foi também confirmada por SATO et al. (1997a) a presença da 

seqüência de aminoácidos Gly-X-Ser-X-Gly, altamente conservada nas hidrolases e que 
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constitui o motivo estrutural das α/β das hidrolases (NANDHAGOPAL et al., 2001). A 

homologia entre a seqüência de 870 nucleotídeos do gene carC de Pseudomonas sp. 

CA10 (SATO et al., 1997a) e LD2 (RIDDLE et al., 2003b) é de 98%. Em nível de 

aminoácidos, a proteína CarC de ambos os microorganismos apresenta identidade 

completa. A seqüência de CarC da cepa Janthinobacterium sp. J3 apresenta somente 

seis aminoácidos diferentes da seqüência da enzima de CA10 (HABE et al., 2003). A 

estrutura cristalográfica de CarC desta cepa foi determinada por HABE et al. (2003), 

comprovando que a enzima dimérica é formada por dois monômeros assimétricos com 

uma forte interação entre eles que se dá pela presença de folhas-β antiparalelas nas duas 

subunidades. A estrutura do tipo α/β hidrolase é mais próxima à da enzima 

homodimérica 2-hidroxi-6-oxo-7-metilocta-2,4-dienoato hidrolase de Pseudomonas 

fluorescens cepa IP01 (CumD), pertencente ao grupo III (FUSHINOBU et al., 2002) do 

que da estrutura octamérica 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoato hidrolase de 

Rhodococcus sp. cepa RHA1 (BphD), da rota de degradação de bifenil/policlorados 

(NANDHAGOPAL et al., 2001), pertencente ao grupo I. A estrutura de CarC é dividida 

em dois domínios: núcleo e tampa e os resíduos que formam a tríade catalítica do sítio 

ativo são Ser114, Asp233 e His261 (HABE et al., 2003). A participação de Ser114, 

presente na cavidade nucleofílica característica das α/β das hidrolases 

(NANDHAGOPAL et al., 2001), na atividade catalítica da enzima foi confirmada 

experimentalmente por RIDDLE et al. (2003b), uma vez que uma mutação sítio-dirigida 

deste resíduo conservado para uma alanina reduziu significativamente a atividade 

hidrolase de CarC, em cerca de 40 vezes (RIDDLE et al., 2003b). 

A enzima da cepa CA10 (SATO et al., 1997a)  foi expressa por Escherichia coli 

com uma massa molecular de 32kDa, com 290 aminoácidos. A purificação desta enzima 

da cepa Pseudomonas sp. LD2 por RIDDLE et al. (2003b) indicou que esta enzima 

existe sob a forma de um homodímero, sem requerimento de cofatores, com atuação em 

uma larga faixa de pH (entre 7,0 e 9,0), e atividade ótima em pH 7,0 e em temperatura 

de 58°C para HOPDA (ácido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenil hexa-2,4-dienóico), produto da 

dioxigenação de meta-clivagem de 2,3-dihidroxibifenil, um análogo cromóforo 

(amarelo) de 2'-aminobifenil-2,3-diol, que faz parte da rota de degradação de carbazol. 

Além destes compostos, foi verificado que CarC também degrada os produtos de meta-

clivagem de dibenzofurano e bifenil (NOJIRI et al., 2003, HABE et al., 2003). Uma 

comparação das atividades de CarC de diversas cepas é apresentada na Tabela 2.3.  
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Tabela 2.3 Medidas de atividade enzimática medida por extrato de célula para diferentes 

substratos da enzima hidrolase clonada em Escherichia coli das cepas Pseudomonas sp. CA10 

(SATO et al., 1997a, NOJIRI et al., 2003, HABE et al., 2003), Pseudomonas sp. LD2 (RIDDLE 

et al., 2003b) e Janthinobacterium sp. J3 (HABE et al., 2003). Compostos: HOADA (ácido 2-

hidroxi-6-oxo-6-(2’-aminofenil)-hexa-2,4-dienóico, produto de meta-clivagem de 2'-

aminobifenil-2,3-diol, da rota de carbazol), HOPDA (ácido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-

dienóico, produto de meta-clivagem de 2,3-dihidroxibifenil, da rota de bifenil) e HOHDA 

(ácido 2-hidroxi-6-oxohepta-2,4-dienóico, produto de meta-clivagem de 3-metilcatecol, da rota 

de tolueno), HODA (semialdeído 2-hidroximucônico, produto de meta-clivagem de catecol), 

HOHPDA (ácido 2-hidroxi-6-oxo-6-(2’-hidroxifenil)-hexa-2,4-dienóico, produto de meta-

clivagem da rota de dibenzofurano). 

Pseudomonas sp. CA10 

Substrato Atividade enzimática 

(µmol/min/mg) 

Km  

(µM) 

kcat 

(s-1) 

kcat/Km 

(µM-1s-1) 

HOPDA 1,20a 

1,99b 

 

2,51 

 

2,14 

 

0,85 

HOADA 2,44b - - - 

HOHPDA 1,05b - - - 

HOHDA 0,03a - - - 

HODA 0,01b    

Pseudomonas sp. LD2 

Substrato Atividade 

enzimática 

(µmol.min-1mg-1) 

K’
m 

(µM) 

Vmax  

(mmol/min) 

Ks  

(µM) 

Smax  

(µM) 

HOPDA 1280a     

 2600b 4,6 3,3 70,0 17,9 

Janthinobacterium sp. J3 

Substrato Atividade enzimática 

relativa (%)b 

Km  

(µM) 

kcat 

(s-1) 

kcat/Km 

(µM-1s-1) 

HOPDA 100 2,73 1,99 0,73 

HOHDA 0,55 - - - 

HODA 0,50 - - - 
a extrato celular a 25°C e pH7,5 em tampão 50mM.  
b enzima purificada a 25°C e pH7,5 em tampão 50mM.  
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2.4.4 Antranilato dioxigenase (AntABC) 

 

A etapa de conversão de ácido antranílico a catecol, em que ocorre a eliminação 

do nitrogênio da rota de degradação de carbazol é feita por uma enzima AntABC em 

Pseudomonas sp. CA10, codificada por três ORFs e identificada como antranilato  

1,2-dioxigenase (NOJIRI et al., 2001a). As seqüências de aminoácidos deduzidas das 

três ORFs apresentaram homologias significativas com os constituintes de diversas 

dioxigenases multicomponentes do grupo IB da classificação de Batie. Entre estes 

resultados, o de maior homologia foi verificado com as constituintes da enzima 

antranilato 1,2-dioxigenase (AntABC) de Acinetobacter sp. ADP1. A organização das 

três ORFs identificadas na cepa CA10 é muito similar ao agregado de genes antABC da 

cepa ADP1. Diferenças são verificadas na localização destes genes, que na cepa CA10 

estão entre dois genes de transposases, o que não acontece na cepa ADP1. 

O motivo consenso de proteínas ferro-enxofre de Rieske para ligação de agregado 

[2Fe-2S] é encontrado na porção N terminal da seqüência de aminoácidos deduzida da 

primeira ORF, assim como o domínio responsável pela coordenação de ferro 

mononuclear também é conservado neste gene. As cisteínas conservadas do tipo 

CX4CX2CX31C, que podem coordenar um agregado [2Fe-2S] em proteínas ferro-

enxofre do tipo planta e os potenciais domínios para ligação de cofatores são 

encontrados na terceira ORF desta seqüência. Estes resultados indicam fortemente que 

os genes antA (de 1403pb) e antB (de 491pb) seriam responsáveis, respectivamente, 

pela codificação das subunidades maior (α) e menor (β) da componente terminal da 

enzima antranilato 1,2-dioxigenase, enquanto antC (1028pb) codificaria a componente 

redutase desta enzima (NOJIRI et al., 2001a). As massas moleculares preditas para cada 

uma destas enzimas são 53kDa para AntA, 19kDa para AntB e 38kDa para AntC e os 

autores que as identificaram não obtiveram êxito na expressão destes genes em células 

de Escherichia coli e na detecção de atividade para antranilato 1,2-dioxigenase.  

Devido ao fato dos genes antABC estarem localizados no megaplasmídeo pCAR1 

em um possível transposon, foi testada e confirmada a presença de uma cópia intacta 

destes genes no genoma da bactéria. NOJIRI et al. (2001a) também verificaram que os 

genes ant são fortemente induzidos na cepa CA10 cultivadas em carbazol.  
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

 

 

Os genes do operon car que codificam a rota de degradação de carbazol foram 

obtidos do DNA genômico da bactéria Pseudomonas stutzeri ATCC 31258, descrita na 

literatura como capaz de degradar carbazol como única fonte de carbono e nitrogênio 

(HISATSUKA E SATO, 1994). A caracterização desta bactéria está apresentada na 

seção 3.1. Nas seções 3.2 e 3.3 são discutidos os procedimentos empregados na 

amplificação destes genes por PCR.  

A clonagem foi feita por recombinação sítio-específica, derivada do sistema de 

lisogenia do bacteriófago lambda, que permite sua integração ao genoma de Escherichia 

coli (usando vetores comerciais GATEWAYTM, Invitrogen) aliada ao uso da enzima 

topoisomerase para ligação do produto de PCR nos plasmídeos. Os procedimentos de 

biologia molecular empregados na construção dos plasmídeos estão descritos nas seções 

3.4 a 3.11.  

Nas seções 3.12 a 3.17 estão descritos os resultados de expressão das enzimas e a 

sua caracterização enzimática. Na seção 3.18 são apresentados os fundamentos e etapas 

empregadas na modelagem por homologia dos complexos enzimáticos.  

Um esquema geral das etapas empregadas na tecnologia de DNA recombinante  

desde a obtenção do gene até a proteína de interesse pode ser verificada na Figura 3.1. 
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             (a)                                                                                           (b) 

 

                                    (c)                                                                                     (d) 

 

  

                                  (e)                                           (f)                                        (g) 

Figura 3.1 Técnica de DNA recombinante para obtenção de proteínas. (a) PCR para obtenção 

de grandes quantidades do gene da proteína de interesse (a partir de genoma ou outra fonte de 

DNA). (b) Construção do vetor: origem de replicação + promotor + gene de interesse (possível 

fusão de proteínas) + gene marcador (resistência a antibiótico). (c) Inserção do vetor na célula 

hospedeira. (d) Seleção das colônias recombinantes (por antibiótico). (e) Expressão da proteína 

em frascos agitados e biorreator: cinética, estudo de condições de crescimento e indução em 

diferentes meios, otimização. (f) Purificação e caracterização da proteína recombinante, com 

clivagem de proteínas de fusão e re-enovelamento (refolding), quando necessário. (g) Testes de 

atividade com a proteína recombinante (LARENTIS et al., 2002). 

gene de interesse 
DNA polimerase  

dNTPs  Oligonucleotídeos 

complementares 

+
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3.1 Caracterização e cultivo de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 

 

A cepa a ser utilizada para obtenção dos genes envolvidos na degradação de 

carbazol foi adquirida na ATTC sob o número 31258 (HISATSUKA E SATO, 1994). A 

ampola da cepa ATCC 31258 liofilizada foi aberta no Laboratório de Materiais de 

Referência do INCQS/Fiocruz e incluída e disponibilizada na coleção INCQS sob o 

número 00520.  

A cepa Pseudomonas stutzeri foi inicialmente cultivada em meio ágar nutriente 

Difco 0001 (para placas) e caldo nutriente Difco 0003, a 35°C, por 24h, segundo 

indicação da ATCC. O cultivo da cepa, para posterior liofilização e formação de novos 

lotes para a coleção INCQS, foi feita com acompanhamento do crescimento da bactéria 

em placa ágar sangue (meio muito rico, contendo peptonas, extrato de carne, extrato de 

levedura, sangue de carneiro, com coloração vermelho vivo) para controle de possíveis 

contaminações e para contagem de colônias. As colônias obtidas foram caracterizadas 

em placa e as células por coloração de Gram. Foram também realizados testes 

bioquímicos para confirmação da bactéria Pseudomonas stutzeri (MURRAY et al., 

1999). Os testes para confirmação bioquímica da cepa Pseudomonas stutzeri foram 

feitos com colônias da placa ágar sangue com crescimento de 21h a 35°C. Foram 

testadas a capacidade da cepa de redução de nitrato, de oxidação de glicose, lactose, 

maltose e manitol, crescimento em NaCl 6,5% m/v, além da verificação da presença da 

enzima catalase. O teste oxidativo de glicose foi feito em meio aberto e fechado (com a 

presença de óleo mineral sobre o meio, impedindo a entrada de oxigênio), para 

confirmação se o microorganismo apresenta metabolismo de oxidação ou é uma cepa 

fermentadora.   

O cultivo da cepa Pseudomonas stutzeri ATCC 31258/INCQS 00520 foi realizado 

em meio mínimo de carbazol, composto por 10g de carbazol, 10g de Na2HPO4.12H2O, 

5,5g de KH2PO4, 0,25g de MgSO4.7H2O, 0,01g de FeSO4.7H2O em 1L de água 

destilada e com 200µL de Tween 20,  durante 3 dias, de acordo com a descrição de 

HISATSUKA E SATO (1994). A adição de surfactante foi feita para aumentar a 

solubilidade de carbazol em água, para garantir uma efetiva degradação deste composto. 
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3.2 Extração do DNA de alto peso molecular 

 

A partir de cultivo da cepa em meio mínimo de carbazol foi feita a extração de 

DNA de alto peso molecular por dois métodos diferentes: empregando coluna comercial 

específica para ligação de DNA e extração com fenol/clorofórmio. A qualidade das 

amostras foi analisada em gel de agarose 0,8% m/v e testados para amplificação dos 

genes do 16S rRNA por PCR. 

No protocolo de extração com fenol/clorofórmio, 1,1g de células do cultivo de 

Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 em carbazol (60mL de meio de 3 dias de cultivo 

centrifugados a 10000rpm por 20min e armazenados em -20°C por cerca de 1 mês em 

glicerol), foram lavadas com 200mL de tampão de lavagem (10mM Tris-HCl pH 8,0, 

0,15M NaCl, 1mM EDTA e 20% m/v de sacarose) e centrifugadas (6000rpm por 10min 

a 4°C). Duas alíquotas de 0,5g de precipitado de células foram incubadas em 10mL do 

tampão de lavagem com adição de 5mg de lisozima por 30min a 37°C. Na seqüência, 

fez-se a adição de 0,55mL de SDS 25% m/v e incubação por 30min a 60°C. A lisozima 

age na quebra dos carboidratos da membrana celular e SDS auxilia no rompimento da 

membrana, formando micelas e levando à formação de grumos do material rompido. 

Nesta etapa, a agitação deve ser a menor possível para evitar rompimento do DNA total 

das células. Após, foi feita adição de 0,5mL de proteinase K (10mg/mL) em cada 

alíquota e incubação por 30min a 37°C. Esta enzima age na desnaturação de proteínas 

que se ligam ao DNA, precipitando-o, processo que é auxiliado pela adição posterior de 

0,53g de NaCl dissolvido. Seguiu-se a estes procedimentos de lise celular a extração das 

proteínas que se encontram solúveis na fase aquosa junto com o DNA, mediante 

tratamentos sucessivos com solução fenol/clorofórmio e álcool isoamílico. A primeira 

extração de cerca de 10mL de material rompido foi feita em temperatura ambiente por 

10min com 10mL de solução fenol equilibrado:clorofórmio/álcool isoamílico (1:1 v/v), 

agitando manualmente com muito cuidado para não ocorrer rompimento de DNA. A 

solução de fenol deve ser previamente saturada com tampão Tris-EDTA. O material 

resultante de cada extração foi centrifugado (7000rpm por 10min a 4°C) e a fase aquosa 

submetida a uma nova extração com igual volume de fenol:clorofórmio/álcool 

isoamílico (em geral três são suficientes). Ao final das extrações, em cada alíquota 

resultante (rendimento de cerca de 5mL) foi adicionado 5mL de etanol gelado e 

incubado em -80°C por 10min para precipitação de DNA de alto peso. Novamente as 
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alíquotas foram centrifugadas (6000rpm por 10min a 4°C) e o precipitado foi lavado 

com 1mL de etanol 70% v/v gelado para retirar excesso de sal, novamente centrifugado 

(12000rpm por 2min a 4°C), mas desta vez por menos tempo pra evitar perda de DNA. 

O precipitado foi seco por 5min sob vácuo em temperatura baixa, ressuspenso em 

0,5mL de Tris-EDTA com 40mg/mL de ribonuclease A e incubado a 37°C por 30min 

para degradação de RNA. Nova extração com 0,5mL de fenol:clorofórmio/álcool 

isoamílico foi feita, com 10min sob agitação branda, sendo repetido o processo de 

precipitação com etanol. Ao final, cada alíquota de DNA total extraído foi ressuspenso 

em 150µL de Tris-EDTA pH 7,5 e armazenado a 4°C.  

No isolamento de DNA genômico em coluna comercial, uma alíquota 15mL de 

células de 3 dias cultivo de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 em carbazol 

(armazenada em -20°C em 20% v/v de glicerol), foi ressuspensa em 150µL de tampão 

de lise e transferida para uma coluna do kit WizardSV Genomic DNA Purification 

System (Promega), para ligação específica de DNA. Após centrifugação (13000rpm por 

3min), foi adicionado 650µL de solução de lavagem contendo 95% v/v de etanol e 

repetida por quatro vezes a centrifugação por 1min. Como o DNA não é solúvel em 

etanol, esta lavagem é feita para extração de proteínas, carboidratos e materiais 

orgânicos. Após secagem da coluna por centrifugação, o DNA ligado foi eluído 

incubando a matriz com 250µL de água livre de nucleases por 2min em temperatura 

ambiente e centrifugando a 13000rpm por 1min.  

A análise das amostras de DNA total extraído foi feita em gel de eletroforese em 

0,8% m/v de agarose em tampão de corrida Tris-Acetato-EDTA (0,04M de Tris-base-

Ácido acético glacial e 0,01M de EDTA). A quantificação do DNA extraído em gel foi 

feita empregando λDNA em concentração conhecida (Invitrogen), marcado por 

fluorescência com Syber Green e lido a 280nm no equipamento Storm 860 (Molecular 

Dynamics). O DNA obtido, após confirmação em gel de agarose, foi utilizado como 

molde para isolamento específico dos genes de carbazol através das técnicas de PCR, 

descritas na seção seguinte.  
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3.3 PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) 

 

A Reação em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) foi 

desenvolvida por Kary Mullis na metade da década do 80 para produzir cópias de 

regiões específicas de DNA. A técnica de PCR utiliza a enzima DNA polimerase, 

oligonucleotídeos sintéticos e temperatura para simular in vitro o processo de replicação 

da molécula de DNA que ocorre in vivo, permitindo obter maiores quantidades de um 

determinado gene, que codifica uma proteína de interesse biotecnológico (LARENTIS 

et al., 2002). 

A reação de PCR acontece em três etapas (WATSON et al. 1992, LARENTIS et 

al., 2002): na Etapa 1, a dupla fita de DNA empregada na reação sofre desnaturação, 

separando-a em duas fitas simples por aquecimento em temperaturas próximas à 

temperatura de ebulição da água usada como solvente (em torno de 94-96°C). Para 

permitir que sejam feitas cópias de regiões específicas do DNA, são utilizados 

oligonucleotídeos que atuam como iniciadores da reação (primers), que são 

complementares a cada uma das regiões 3' do gene a ser copiado. A hibridação ou 

pareamento destes oligos com as regiões 3' de cada uma das fitas de DNA acontece na 

Etapa 2, a uma temperatura entre 45-65°C e a especificidade deste pareamento é 

essencial para que sejam feitas cópias das regiões corretas do DNA. Na Etapa 3, as fitas 

simples de DNA pareadas com os oligos agem como moldes para a síntese de uma fita 

de DNA complementar no sentido 5' → 3', através da ação enzimática da DNA 

polimerase. A enzima adiciona os nucleotídeos necessários para a correta extensão do 

oligonucleotídeo de forma complementar ao molde, o que acontece em temperaturas 

entre 65 e 75°C, a uma taxa média de 1 minuto/1 kb. A reação de PCR é conduzida em 

vários ciclos, de forma que as duplas fitas geradas na Etapa 3 de um ciclo sofrerão 

desnaturação na Etapa 1 do ciclo seguinte e atuarão como moldes para novas cópias de 

DNA, ocorrendo uma amplificação do número de cópias de DNA inicialmente colocado 

na reação, de acordo com o esquema apresentado na Figura 3.2. 
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Figura 3.2 Etapas da PCR (modificado de MAS et al., 2001): Desnaturação (abertura) da fita 

molde de DNA (Etapa 1, 94-96°C); Ligação específica (hibridação)  dos oligos nas fitas simples 

(Etapa 2, 50-65°C); Síntese das novas fitas de DNA pela extensão dos oligos sob ação da 

enzima DNA polimerase (Etapa 3, 72°C). 

 

In vivo, o processo de replicação de DNA catalisado pela polimerase acontece com 

uma taxa de adição incorreta de um nucleotídeo para cada 109 corretamente 

incorporados à cadeia de DNA sintetizada. Esta capacidade deve-se a uma maquinaria 

enzimática da célula que é capaz de identificar e remover bases erroneamente 

incorporadas pela ação exonucleásica 3’ → 5’. Algumas DNA polimerases, entretanto, 

em sua ação in vitro na PCR, não apresentam esta capacidade de remoção de 

nucleotídeos errados. A limitação de tamanho na amplificação de DNA moldes está 

presumivelmente relacionada com a atividade de correção de bases erroneamente 

incorporadas. As taxas de extensão dos oligonucleotídeos são reduzidas quando há 

pareamentos mal feitos (mismatch), provocando significativa redução na eficiência da 

amplificação, principalmente para genes de tamanhos maiores (WESTFALL et al., 
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1999). Outra característica importante das polimerases é sua atividade nas condições de 

altas temperaturas utilizadas na PCR. A bactéria Thermus aquaticus é encontrada na 

água a temperaturas de 75°C e sua polimerase, denominada Taq DNA Polimerase, tem 

atividade ótima a 72°C e é razoavelmente estável a 94°C (por quase 1h). Devido, 

entretanto, à temperatura e concentrações salinas empregadas na PCR e à ausência de 

atividade exonucleásica 3' → 5', a taxa de erro verificada para Taq DNA polimerase é 

de um nucleotídeo para cada 104 bases incorporadas, aproximadamente, o que provoca 

redução no rendimento, na fidelidade e no tamanho de produto de PCR obtido, como 

mostra a Tabela 3.1. Para melhorar o rendimento da PCR e contornar problemas com a 

baixa fidelidade da Taq, podem ser utilizadas DNA polimerases de hipertermofílicos, 

como de Pyrococcus furiosus (Pfu) e de Pyrococcus sp. (Pfx), cujas enzimas possuem 

alta termoestabilidade, ou seja, são resistentes a altas temperaturas (WESTFALL et al., 

1999). No caso da Pfx DNA Polimerase, seu tempo de meia-vida a 95°C é de 12h. 

Como pode ser verificado na Tabela 3.1, as enzimas de Pyrococcus apresentam 

atividade exonucleásica de correção de bases erroneamente incorporadas, aumentando 

significativamente a fidelidade com que amplificam DNA moldes, inclusive de maiores 

tamanhos. A taxa de erro na adição de nucleotídeos para a enzima Pfu, por exemplo, é 

em torno de 10-6 erros/base (LUNDBERG et al., 1991). 

 

Tabela 3.1 Características das DNA polimerases termoestáveis empregadas na reação de PCR 

(WESTFALL et al., 1999, MAS et al., 2001, HOGREFE et al., 2002). 

DNA polimerases termoestáveis 

Características Taq DNA 
polimerase 

(94kDa) 

Taq DNA 
polimerase 
 (61kDa) 

Pfu DNA 
polimerase 

Pfx DNA  

polimerase 

polimerase 5’ → 3’ Sim Sim Sim Sim 

exonuclease 5’ → 3’ Sim Não - - 

exonuclease 3’ → 5’ Não Não Sim Sim 

fidelidade 1X 1X 30X 48X 

tamanho máximo do 
gene a ser amplificado 

5kb 5kb 1kb 12kb 
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3.3.1 Quantificação de DNA genômico para amplificação por PCR 

A quantidade de DNA genômico de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 

empregado nas reações de PCR foi determinada em gel de agarose 0,8% m/v:  

0,1 µg DNA molde/50 µL, de acordo com a descrição de SHEPHERD E LLOYD-

JONES (1998). Foram aplicadas em gel de agarose amostras de DNA extraído com 

coluna comercial eluído de acordo com procedimentos descritos pelo fabricante (kit 1:1) 

e diluídos 10 e 100 vezes (kit 1:10 e 1:100). Para DNA genômico extraído com 

fenol/clorofórmio, a solução obtida no final dos procedimentos (fenol 1:1), assim como 

sua diluição por 4, 50 e 200 vezes (fenol 1:4, 1:50 e 1:200), também foram observados 

em gel de agarose.  

 

3.3.2 Identificação do 16S rRNA 

Os três domínios distintos originados na evolução dos organismos a partir de um 

ancestral comum foram classificados, há cerca de vinte anos, por Woese e 

colaboradores (CARDOSO et al., 2003), em Bacteria, Archaea e Eucarya e 

diferenciam-se pelas seqüências do gene 16S do RNA ribossomal (16S rRNA). As 

seqüências de rRNA são universalmente distribuídas entre os organismos, 

funcionalmente constantes, mas moderadamente conservadas. Nos procariotos, os genes 

que codificam as três espécies de rRNA (16S, 23S e 5S) estão organizados em um 

operon como uma única unidade funcional de transcrição, como mostrado no esquema 

dos DNAs e RNAs ribossomais de bactérias na Figura 3.3. Os genes 16S e 23S estão 

separados por regiões que possuem um grande grau de variabilidade tanto no tamanho 

quando na seqüência, devido principalmente à presença de varias unidades funcionais, 

como tRNA, sendo únicas não só entre gêneros, mas também entre espécies. Pelo 

tamanho de determinadas seqüências genômicas do 16S rRNA é possível diferenciar o 

domínio ao qual o organismo pertence e pela seqüência é possível diferenciar o gênero e 

muitas vezes entre espécies. 
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Figura 3.3 Esquema da estrutura genética do RNA ribossomal de bactérias. 

 

Para confirmação da espécie da cepa empregada, foram amplificadas duas regiões 

do 16S rRNA empregando oligos direto e reverso específicos para bactérias. Os DNAs 

de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 extraídos por coluna comercial e empregando 

protocolo com fenol/clorofórmio foram utilizados na amplificação de partes do gene 

que codifica o 16S rRNA da bactéria, para confirmação da espécie. Foram empregados 

os oligonucleotídeos 968FB, 1401RB, 27FB e 907RAB, nomeados de acordo com a 

posição de cada seqüência encontrada genoma de Escherichia coli (seqüências 

apresentadas na Tabela 3.2).  

A seqüência amplificada na bactéria Pseudomonas stutzeri deve ter 

aproximadamente o mesmo tamanho dos genes, de cerca de 400pb empregando o 

conjunto de oligos 968FB e 1401RB e de cerca de 900pb para o gene amplificado com 

27FB e 907RAB. 
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Tabela 3.2 Seqüência dos oligonucleotídeos empregados para amplificação de genes que 

codificam o 16S do RNA ribossomal (16S rRNA) por PCR. F indicam os oligos diretos 

(forward) e R os reversos (reverse). A numeração que dá nome a eles indica a posição na 

seqüência de 16S rRNA de Escherichia coli. A base degenerada M indica A ou C. 

Oligonucleotídeo Seqüência do oligo 

27FB 5' - AGAGTTTGATCATGGCTCAG - 3' 

907RAB 5' - CCGTCAATTCMTTTGAGTTT - 3'  

968FB 5' - AACGCGAAGAACCTTAC - 3' 

1401RB 5' - CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG - 3' 

 

 

As amplificações dos fragmentos do 16S rRNA foram realizadas em volumes de 

reação de 50µL em tubo de 0,5mL, empregando enzima recombinante DNA polimerase 

de Thermus aquaticus (Taq) purificada com base no protocolo descrito por ENGELKE 

et al. (1990). As reações foram feitas com tampão de Taq (concentração final na reação 

de 20mM de Tris-HCl pH 8,4, 50mM de KCl e 1,5mM MgCl2), 200µM de cada tipo de 

dNTP, 50pmol (1µM) de cada um dos oligos e cerca de 50ng de DNA genômico de 

Pseudomonas stuzeri ATCC 31258. Foram utilizadas 12,5U de Taq (5U/µL) para o 

conjunto de oligos 968FB/1401R e 5U da mesma enzima para o conjunto de oligos 

27FB/907RAB. O DNA genômico de Gluconacetobacter diazotrophicus foi utilizado 

como controle positivo para a reação de PCR. O controle negativo foi feito empregando 

todas as soluções com exceção de DNA molde. 

A operação empregada no temociclador PTC100 (MJ Research) para a 

amplificação dos genes de 16S rRNA por PCR foi de 3min a 94°C, 30 ciclos de 

1min30s cada: 94°C para abertura da fita dupla, 50°C de anelamento dos oligos e 72°C 

para extensão dos oligos e cópia do molde, finalizando a reação por 15min a 72°C, antes 

de resfriar a 4°C.  
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3.3.3 Desenho dos oligos para amplificação dos genes do operon car 

Os oligonucleotídeos específicos usados para amplificação dos genes do operon 

car em quatro partes (carAa, carBaBb, carC e carAcORF7carAd) foram desenhados de 

acordo com os genes da cepa Pseudomonas resinovorans CA10 (SATO et al., 1997a, 

SATO et al., 1997b) e Pseudomonas stutzeri OM1 (OUCHIYAMA et al., 1998), com 

99% de identidade, como indicado nos resultados de alinhamento programa TBLASTN 

(ALTSCHUL et al., 1997) apresentados na Figura 3.4. 

 

BLASTN 2.2.3 [Apr-24-2002]  
Query= operon car(6881 letters)  
Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences 1,362,465 sequences; 6,247,378,676 total letters 

 

   
 
Sequences producing significant alignments :                   Score (bits) E Value 
gi|2317677|dbj|D89064.1|  Pseudomonas sp. gene for carbazole...  1.364e+04   0.0 
gi|13094152|dbj|AB047548.1|  Pseudomonas resinovorans strain...  1.364e+04   0.0 
gi|3293057|dbj|AB001723.1|  Pseudomonas stutzeri carbazole c...  1.355e+04   0.0 
gi|17227030|gb|AF442494.1|AF442494  Sphingomonas sp. GTIN11 ...    74        3e-09 
gi|984561|gb|L37292.1|BMCLP  Brugia malayi (clone Bmcyp-1) p...    50        0.037  
gi|14027841|dbj|AP003015.2|  Mesorhizobium loti plasmid pMLa...    46        0.57   
gi|6721261|gb|AC015853.8|AC015853  Homo sapiens chromosome 1...    44        2.3    
gi|19551107|gb|AC051618.7|  Homo sapiens chromosome 10 clone...    42        8.9    
gi|15145579|gb|AC017048.6|  Homo sapiens BAC clone RP11-324L...    42        8.9    
gi|6465841|emb|AL118516.10|HSBK29F11  Human DNA sequence fro...    42        8.9    
gi|2984035|gb|AE000753.1|AE000753  Aquifex aeolicus section ...    42        8.9    
gi|2072730|emb|Y12655.1|PPY12655  P.putida oxoS, oxoO, oxoH ...    42        8.9    
gi|3445491|dbj|AB011805.1|  Malassezia furfur mRNA for MF2, ...    42        8.9    
gi|14024067|dbj|AP003003.2|AP003003  Mesorhizobium loti DNA,...    42        8.9 

 

Figura 3.4 Resultados de alinhamento por BLASTN entre a seqüência do gene do operon car e 

o banco de dados completo (GenBank+EMBL+DDBJ+PDB). 

 

Os oligonucleotídeos empregados como iniciadores da PCR foram desenhados a 

partir do conhecimento das seqüências de bases que codificam as extremidades de cada 

proteína (regiões N e C-terminais), de acordo com a região 5' de cada fita, de forma a 

parear com a extremidade 3' complementar na etapa de anelamento da PCR, como 

mostrado na Figura 3.5.   
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Figura 3.5 Esquema de desenho dos oligos para amplificação específica de genes por PCR. 

 

No desenho dos oligos para uso do plasmídeo de entrada do sistema GATEWAYTM, 

utilizando a enzima topoisomerase (plasmídeos pENTR/D-TOPO e pENTR/SD/D-

TOPO), é necessário adicionar a  seqüência CACC na extremidade 5' dos 

oligonucleotídeos diretos, antes do códon de iniciação, para ligação dos produtos de 

PCR. Além disso, as seguintes considerações foram seguidas para definição dos oligos 

(MAS et al., 2001, PREZIOSO, 2001): mínimo de 21 bases pareando com o gene a ser 

amplificado; quantidade de G + C aproximadamente 50% do total de bases do oligo e a 

relação de purinas/pirimidinas máxima de 60% / 40% (AG/CT � 1,5); temperatura de 

hibridação (ideal para pareamento entre os oligos e o DNA) entre 60 e 65°C. Esta 

temperatura pode ser estimada empiricamente para oligos com 18–24 bases (MAS et al., 

2001, PREZIOSO, 2001) como Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T) e Thibridação = (Tm 
_ 5°C), 

indicando que os oligos desenhados devem ter uma Tm máxima de 70°C e o mais 

próximo possível para cada par de iniciadores da PCR. 

Verifica-se pela Tabela 3.3 que a maioria dos oligos desenhados foi obtida 

seguindo as regras que otimizam a amplificação por PCR. Alguns deles ficaram com 

temperaturas de fusão um pouco altas, devido à escolha feita de utilizar no mínimo 7 

códons para garantir o alinhamento correto e à exigência da adição da seqüência para 

TOPO, com três citosinas. O oligo para o plasmídeo 4 foi desenhado além do códon de 

fim do gene, pois a grande quantidade de A e T ao final de carAd iria exigir maior 

número de bases para atingir uma temperatura de fusão compatível com as demais, o 

que elevaria seu custo.  
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Tabela 3.3 Seqüência e propriedades dos oligos desenhados para amplificação por PCR das 

regiões 5' e 3' dos genes do operon car (sublinhados), complementares às seqüências de bases 

nestas regiões. Os códons de início e fim de cada gene estão marcados em cinza. Em vermelho 

está indicada a troca do códon de início GTG de carAa pelo códon canônico ATG no oligo. 

Plasmídeo 1: Genes que codificam a subunidade CarAa (1155pb) 
 
 (14 G+C  e 10 T+A, Tm=74°C) 
 (14 A+G  e 10 C+T, AG/CT=1,4) 
 
  CarAa1f: Oligonucleotídeo direto (Forward primer) 
5'- C A C C atg gcg aac gtt gat gag gc ... (carAa) ... c caa gcg cac gtt tcg ggc tga -3'  
3'-         cac cgc ttg caa cta ctc cg ... (carAa) ... g gtt cgc gtg caa agc ccg act -5'   
                                      CarAa2r: Oligonucleotídeo Reverso (Reverse primer)  
 
                                                      (14 G+C  e 8 T+A, Tm=72°C) 
                                                      (11 A+G  e 11 C+T, AG/CT=1,0) 
 
Plasmídeo 2: Genes que codificam as subunidades CarBa e CarBb (1082pb)   

 
 (12 G+C  e 11 T+A, Tm=70°C) 
 (12 A+G  e 11 C+T, AG/CT=1,1) 
 
  CarB1f: Oligonucleotídeo direto (Forward primer) 
5'- C A C C atg gct cga tat gaa gtc g ... (carBaBb) ... gga gga atg gaa ttt cat gtt aaa taa -3'  
3'-         tac cgc tct ata ctt cag c ... (carBaBb) ... cct cct tac ctt aaa gta caa ttt att -5'   
                                              CarB2r: Oligonucleotídeo Reverso (Reverse primer)  
 
                                                      (8 G+C  e 19 T+A, Tm=70°C) 
                                                      (9 A+G  e 18 C+T, AG/CT=0,5)         
 

 
Plasmídeo 3: Gene que codifica proteína CarC (873pb) 

 
 
 (9 G+C  e 19 T+A, Tm=74°C) 
 (16 A+G  e 12 C+T, AG/CT=1,3) 
 
  CarC1f: Oligonucleotídeo direto (Forward primer) 
5'- C A C C atg tta aat aaa gct gaa caa atc ... (carC) ... gac att acc cgt gct gcc gca taa -3'  
3'-         tac aat tta ttt cga ctt gtt tag ... (carC) ... ctg taa tgg gca cga cgg cgt att -5'   
                                             CarC2r: Oligonucleotídeo Reverso (Reverse primer)  
 
                                                      (13 G+C  e 11 T+A, Tm=74°C) 
                                                      (13 A+G  e 11 C+T, AG/CT=1,2) 
 
 

Plasmídeo 4: Genes que codificam as subunidades CarAc, ORF7 e CarAd (1666pb) 
  
 

 (10 G+C  e 16 T+A, Tm=72°C) 
 (15 A+G  e 11 C+T, AG/CT=1,4) 
 
  CarAcAd1f: Oligonucleotídeo direto (Forward primer) 
5'- C A C C atg aac caa att tgg ttg aaa g ... (carAcORF7Ad) ... gac gca ttt ttc taa cac cta tgg ag -3'  
3'-         tac ttg gtt taa acg aac ttt c ... (carAcORF7Ad) ... ctg cgt aaa aag att gtg gat acc tc -5'  
                                                  CarAcAd2r: Oligonucleotídeo Reverso (Reverse primer)  
 
                                                               (11 G+C  e 15 T+A, Tm=74°C) 
                                                               (14 A+G  e 12 C+T, AG/CT=1,2) 
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3.3.4 Condições empregadas para amplificação dos genes do operon car 

A amplificação dos genes car por PCR foi feita empregando 50ng de DNA de alto 

peso de Pseudomonas stutzeri (quantificado em gel de agarose), 1,25U de DNA 

polimerase de alta fidelidade de Pyrococcus furiosus (Pfx, Invitrogen), 2,5µL de tampão 

de amplificação e de solução Enhancer para Pfx (Invitrogen), 1,5mM MgCl2, 200µM de 

cada tipo de dNTP, 1µM dos oligos direto e reverso específicos em 25µL de reação. A 

enzima Pfx apresenta atividade exonucleásica 3'-5' que permite a identificação e 

remoção de bases erroneamente incorporadas ao DNA. As condições empregadas na 

PCR foram obtidas a partir da descrição de SHEPHERD E LLOYD-JONES (1998), 

assim como a operação do temociclador (PTC100, MJ Research)  para a reação de PCR: 

5min a 94°C, 25 ciclos compostos por 3 etapas (abertura da fita dupla: 2min a 94°C, 

anelamento dos oligos: 1min a 52°C e extensão dos oligos e cópia do molde: 2min a 

72°C) e manutenção do último ciclo por 10min a 72°C, antes de resfriar a 4°C. O 

controle negativo do PCR foi feito empregando água no lugar de DNA molde. 

Para amplificação do operon car completo (de 5,8kb) foram usadas inicialmente 

as mesmas condições testadas para os genes do operon car, com enzima Pfx 

(Invitrogen). A partir deste protocolo foram modificados: tempos de extensão da reação 

de PCR (6 e 9min), concentração de oligonucleotídeos (300µM) e concentrações de Mg 

(curva de magnésio com 0,25mM, 0,5mM, 0,75mM, 1,0mM, 1,5mM e 2,0mM), mistura 

de 2,5U de Pfx com 0,5U de Taq DNA polimerase (WESTFALL et al.,1995).  

A confirmação do resultado na PCR foi feita por gel de agarose 1% (m/v) em 

tampão de corrida Tris-Acetato-EDTA, pela obtenção de fragmentos de 

aproximadamente 1100pb (carAa), 1000pb (carBaBb), 900bp (carC), 1700bp 

(carAcORF7carAd) para cada um dos genes do operon car. Na amplificação do operon 

car completo (carABC) pode ser obtida uma banda de cerca de 6kb e outra de 5kb (visto 

que o gene carAa encontra-se duplicado).  

 

 

 

 



 59

3.4 Purificação dos produtos de PCR 

 

Após a confirmação dos tamanhos de cada um dos genes car, as reações de PCR 

(em triplicata) foram submetidas à purificação empregando gel de agarose low melting, 

que apresenta baixo ponto de fusão, sendo, portanto, de mais fácil solubilização, para 

facilitar a eluição do DNA. Os produtos de PCR foram recolhidos de corrida em gel 

agarose low melting 1% m/v, com baixa amperagem (20mA) e tampão Tris-Acetato-

EDTA, através da visualização e retirada das bandas correspondentes aos genes 

desejados em UV (350nm), com a confirmação do tamanho pelo marcador de peso 

molecular.  

A eluição dos produtos de PCR da agarose (armazenados em –20°C por cerca de 1 

mês) foi feita em volume de 500µL (completado com água ultrapura) empregando 

temperatura de 65°C por 10-15min, sob agitação esporádica. A seguir o DNA foi 

submetido a protocolo de extração com igual volume de fenol P.A. equilibrado a pH 8,0 

com 0,1M de Tris-HCl (USB), para desnaturação de proteínas que estejam adsorvidas 

junto ao DNA, sem desnaturação do material genético. Após centrifugação (14000rpm a 

4°C por 10min), a fase aquosa superior foi submetida à nova extração de proteínas e 

lipídeos, respectivamente com 250µL de fenol e 250µL de clorofórmio. Após nova 

centrifugação, a fase aquosa foi submetida a 500µL de  clorofórmio/álcool isoamílico 

(24:1) para retirar resíduos de fenol (que inibem as enzimas de clonagem). À fase 

aquosa (que contém o DNA) resultante desta etapa foi adicionado o equivalente a 1/10 

de volume (cerca de 45 a 50µL) de acetato de sódio 3M pH5,2 e 1 volume (500µL)  de 

isopropanol, provocando a precipitação do DNA devido a efeito salting-out, em 

temperatura de -20°C durante a noite. O DNA precipitado foi centrifugado (14000rpm a 

4°C por 30min), lavado com 200µL de etanol 70% v/v gelado e imediatamente 

submetido à centrifugação (máximo 5min para evitar solubilização do DNA na água). 

Após a secagem do solvente restante no meio (sob vácuo por 30min), os produtos de 

PCR foram solubilizados em água autoclavada ultrapura com controle de condutividade 

superior a 18MΩ (Milli-Q). A quantificação foi feita em gel de agarose 1% (m/v) com 

vetor comercial pBluescript II SK (Stratagene) linearizado com KpnI (GGTAC�C) em 

concentração 25ng/µL para determinar os volumes a serem empregados de cada produto 

de PCR na clonagem com os sistemas TOPO/GATEWAY (Invitrogen).  
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3.5 Clonagem 

 

A estratégia empregada para clonagem das enzimas da rota de degradação de 

carbazol foi a de recombinação sítio-específica, sistema de vetores de clonagem in vitro 

derivados do sistema de lisogenia do bacteriófago lambda (HARTLEY et al., 2000), 

aliado à utilização da enzima topoisomerase para ligação dos produtos de PCR a um 

plasmídeo comercial próprio (HEYMAN et al., 1999).   

 

3.5.1 Sistema de clonagem por Recombinação sítio-específica  

O bacteriófago lambda pode ser integrado ao genoma de Escherichia coli por um 

processo chamado lisogenia, através do qual o sítio attP do fago recombina com sítio 

attB da bactéria, catalisado por um sistema de proteínas de recombinação sítio-

específica chamadas Int (integrase), Xis (exciosionase) e IHF (Integration Host Factor). 

As enzimas lambda integrases (pertencentes à família das recombinases), além de 

altamente específicas, são enzimas conservativas, ou seja, atuam sem ganho ou perda de 

nucleotídeos. Duas reações ocorrem no sistema (como mostra a Figura 3.6): 

 

(1) attB x attP → attL + attR (mediada por Sistema BP Clonase: Int e IHF) 

(2) attL x attR → attB + attP (mediada por Sistema LR Clonase: Int, IHF e Xis). 

 

O sistema de clonagem por recombinação ocorre por reações in vitro a partir de 

dois vetores: um vetor chamado Clone de Entrada (Entry Clone) que contém o 

segmento de DNA (gene, ORF, produto de PCR) a ser transferido (attL1-gene-attL2) e 

outro chamado Vetor de Destino (Destination Vector), para o qual o DNA será 

subclonado (attR1-ccdB-attR2). A incubação destes DNAs com o sistema de proteínas 

denominado LR Clonase forma uma molécula cointegrada e a partir dela ocorre a 

transferência do segmento de DNA clonado ao Vetor de Destino. O vetor resultante, que 

contém o gene de interesse (attB1-gene-attB2), é chamado Clone de Expressão 

(Expression Clone). As reações são altamente específicas, ou seja, os sítios attB1 
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recombinam com attP1, mas não com attP2, assim como sítios attL1 recombinam 

somente com attR1, mas não com attR2.  

 

 

Clone Entrada + Vetor Destino  Clone Expressão 

(a) (b) 

Figura 3.6 Processo de lisogenia, para integração in vivo do fago lambda ao genoma de 

Escherichia coli (a) e sistema de clonagem de DNA in vitro usando recombinação sítio-

específica baseada no processo de lisogenia (b). 

 

O sistema de recombinação sítio-específica elimina o uso de enzimas de restrição 

e permite a inserção de um gene simultaneamente em múltiplos vetores (Vetores de 

Destino) em paralelo (vetores para Escherichia coli, leveduras, células de mamíferos, 

baculovírus, sistemas com proteínas de fusão His, GST que facilitam a purificação) 

produzindo múltiplos Clones de Expressão. Podem ser alcançadas eficiências de 

clonagem maiores que 90% em reações rápidas em temperatura ambiente. A técnica 

permite que qualquer tipo de vetor possa ser simultaneamente transformado, mantendo a 

orientação do segmento de DNA durante a recombinação (HARTLEY et al., 2000). 
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3.5.2 Sistema de clonagem empregando Topoisomerase 

A enzima topoisomerase pode ser utilizada nas técnicas de clonagem molecular, 

para ligação de produto de PCR em um vetor de expressão usando uma única etapa, 

como mostrado na Figura 3.7. As enzimas DNA topoisomerases atuam na replicação do 

DNA, catalisando a clivagem e a religação das fitas e promovendo a relaxação do DNA. 

Existem dois tipos de DNA topoisomerases: as que clivam uma fita (tipo I) e as que são 

capazes de clivar duas fitas de DNA durante a reação catalítica (tipo II). Esta enzima, 

isolada de partículas virais em 1977, é capaz de ligar-se à fita dupla de DNA e romper a 

ligação fosfodiéster de uma fita, com alta especificidade no reconhecimento de 

seqüências do tipo 5'-(C/T)CCTT, atuando de forma similar a enzimas de restrição 

(SHUMAN, 1994, SHUMAN, 1998).  

 

 

(a) (b) 

Figura 3.7 (a) Esquema geral de clonagem usando a enzima Topoisomerase 

(HEYMAN et al., 1999) e (b) especificamente para Vetores de Entrada contendo a extremidade 

coesiva GTGG, extraído do Manual TOPO (Invitrogen). 

 

3.5.3 Condições empregadas na clonagem  

A ligação dos produtos de PCR de cada gene (cerca de 15-20ng) foi feita com 1µL 

(5-10ng) de vetor pENTR/SD/D-TOPO de 2601pb (Invitrogen) contendo a enzima 

topoisomerase, 50mM de NaCl, 2,5mM de MgCl2, em volume final de 6µL, por 2h a 

temperatura ambiente. O material resultante da ligação foi submetido à diálise em água 

ultrapura para retirada de sais com membrana comercial (Millipore), por cerca de 3h, 



 63

para posterior transformação em Escherichia coli DH10B eletrocompetente. A seleção 

das colônias e confirmação da ligação com os produtos de PCR aos vetores de entrada 

foi feita empregando digestão com enzimas de restrição e  PCR empregando as colônias 

como DNA molde, de acordo com as descrições nas seções seguintes.  

A reação de recombinação sítio-específica do sistema GATEWAYTM (Invitrogen) foi 

feita empregando cerca de 100ng (0,5µL) dos plasmídeos pENTR/SD/D-TOPO 

ligados aos produtos PCR car, após confirmação por PCR e digestão, extraídos com 

coluna comercial específica para DNA GFX Micro Plasmid Prep Kit (Amersham 

Biosciences) e dosados em gel de agarose 1% m/v, 75ng de pDEST14 de 6422pb 

(Invitrogen), 0,5µL de LRClonase (mistura de enzimas recombinases Invitrogen), 1µL 

de tampão de reação LR (Invitrogen) 5X, em 5µL de reação por 4h a temperatura 

ambiente. Os produtos de clonagem dos dois vetores foram submetidos à diálise em 

água ultrapura para retirada de sais com membrana comercial (Millipore), por 2h30min 

a 3h. 

Para o gene carBaBb, que codifica a dioxigenase de meta-clivagem, além da 

clonagem em sistema na forma nativa, foi feita clonagem empregando cauda de 

histidina, para permitir a purificação em coluna de afinidade de níquel. Os 

procedimentos foram feitos de forma idêntica aos descritos para os vetores de entrada e 

de expressão das proteínas de forma nativa, mas empregando, respectivamente, os 

vetores pENTR/D-TOPO de 2580bp (Invitrogen) e pDEST17 de 6354pb 

(Invitrogen). As características dos vetores empregados estão descritas nas Figuras 3.8 e 

3.9. 
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3.5.4 Vetores empregados 

 

 
 

(a)       (b) 

 

 pENTR/SD/D-TOPO 
(2601bases) 

pENTR/D-TOPO  
(2580 bases) 

seqüência de terminação da transcrição rrnB T2 bases 268-295 bases 268-295 
seqüência de terminação da transcrição rrnB T1 bases 427-470 bases 427-470 
sítio para oligo direto M13 (-20) bases 537-552 bases 537-552 
attL1 (fita complementar) bases 569-668 bases 569-668 
ativador da transcrição gene 10 do sistema T7  bases 684-692 - 
sítio de ligação ribossomal (RBS) bases 694-700 - 
sítio 1 de reconhecimento TOPO bases 701-705 bases 680-684 
seqüência coesiva (overhang)  bases 706-709 bases 685-688 
sítio 2 de reconhecimento TOPO  bases 710-714 bases 689-693 
attL2  bases 726-825 bases 705-804 
sítio para oligo reverso M13 bases 866-882 bases 845-861 
gene de resistência à canamicina bases 995-1804 bases 974-1783 
Origem de replicação pUC  bases 1925-2598 bases 1904-2577 

 

Figura 3.8 Vetores de entrada do sistema GATEWAYTM (pENTR/SD/D-TOPO e pENTR/D-

TOPO) acoplado com sistema TOPO (uso enzima topoisomerase para ligação de produto de 

PCR, em substituição de uma enzima de restrição e uma ligase). 
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(a)       (b) 
 
 pDEST17 (6354 bases) pDEST14 (6422 bases) 
promotor T7 bases 21-40 bases 21-40 
sítio de ligação ribossomal (RBS) bases 86-92 - 
sítio de iniciação da tradução ATG bases 101-103 - 
cauda de histidina (6xHis) bases 113-130 - 
attR1 bases 140-264 bases 67-191 
gene de resistência a cloramfenicol (CmR) bases 373-1032 bases 441-1100 
gene ccdB bases 1374-1679 bases 1442-1747 
attR2 bases 1720-1844 bases 1788-1912 
região T7de terminação da transcrição bases 1855-1983 bases 1923-2051 
promotor bla bases 2471-2569 bases 2539-2637 
gene de resistência à ampicilina (bla) bases 2570-3430 bases 2638-3498 
origem de replicação pBR322 bases 3575-4248 bases 3643-4316 
ORF rop (fita complementar) bases 4619-4810 bases 4687-4878 

Figura 3.9 Vetores de expressão pDEST17 e pDEST14 do sistema GATEWAYTM 

(Invitrogen). 

 

 

3.6 Preparação de células eletrocompetentes  

 

A cepa Escherichia coli DH10B (F- mcrA Ä(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZÄM15 

ÄlacX74 deoR recA1 endA1 araÄ139 Ä(ara, leu)7697 galU galK λ- rpsL (StrR) nupG) 

foi empregada como hospedeiro para os vetores de clonagem construídos e para 

seqüenciamento. A transformação dos hospedeiros com os plasmídeos de clonagem foi 

feita por eletroporação das células DH10B previamente submetidas a sucessivas 

lavagens com água ultrapura (DOWER et al., 1988), objetivando a retirada de sal do 

meio para evitar formação de arco na cubeta ao submeter as células a choque elétrico.  
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O protocolo empregado para obtenção de células eletrocompetentes consistiu em 

inocular uma colônia isolada de placa LB ágar (1,5% m/v) com 50µg/mL de 

estreptomicina em meio líquido LB com a mesma concentração de antibiótico. Após 

crescimento deste pré-inóculo por cerca de 15-16h a 37°C e 200rpm, foi feito um 

inóculo de 500mL de LB em erlenmeyer de 1L, incubando novamente a 37°C e 200rpm 

até crescimento na fase exponencial (foi atingido cerca de Abs600nm=0,7). As células 

foram então submetidas a banho de gelo por 15-20min, transferidas para dois tubos de 

centrífuga de 500mL estéreis e centrifugadas por 15min a 5000rpm e 4°C (centrífuga 

HimacCR21, Hitachi refrigerada). O sobrenadante foi descartado e as células 

ressuspensas em glicerol 10% v/v estéril gelado, com auxílio de um pincel de cerdas 

flexíveis (esterilizado), até um volume de 500mL de glicerol 10% v/v estéril gelado. As 

células lavadas foram novamente centrifugadas (15min a 5000rpm e 4°C) e 

ressuspensas em 250mL de glicerol 10% v/v gelado. Após nova centrifugação, as 

células foram ressuspensas em 1mL do mesmo meio, em gelo e com cuidado, 

aliquotadas com 40-50µL em tubos de 1,5mL, congeladas em solução de gelo seco e 

etanol (temperatura de cerca de -50°C) posterior armazenamento em -70°C.  

 

3.7 Transformação de Escherichia coli 

 

As células eletrocompetentes de Escherichia coli foram utilizadas como 

hospedeiros para os plasmídeos com os genes de degradação de carbazol, com 

transformação feita por choque elétrico. 

 

3.7.1 Determinação das melhores condições de eletroporação e de competência 

Foram testadas várias condições de eletroporação (voltagem, capacitância, 

resistência) de plasmídeos comerciais circulares com resistência à ampicilina (pUC e 

pBluescript) em Escherichia coli DH10B eletrocompetente. Após receber o choque 

elétrico empregando equipamento Gene Pulser II (Bio-Rad), as células foram 

ressuspensas em 1mL de LB estéril (NaCl 1% m/v, bactotriptona 1% m/v e extrato de 

levedura 0,5% m/v, pH7,5 ajustado com NaOH) ou SOC estéril (2% m/v triptona, 0,5% 

m/v extrato de levedura, 1% m/v NaCl 1M, 0,25% m/v KCl 1M, 1% m/v Mg2+ 2M,  
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1% m/v glicose 2M) e incubadas a 37°C e 200rpm. Após 1h, um percentual do meio foi 

plaqueado em LB ágar (1,5% m/v) com ampicilina 100µg/mL, de acordo com a 

quantidade de plasmídeo empregado na eletroporação, para contagem de colônias 

obtidas após 20h em estufa a 37°C. Os números de ufc (unidades formadoras de 

colônias) obtidos em cada condição estão apresentados na Tabela 3.4. 

 

Tabela 3.4 Condições de transformação por eletroporação em equipamento Gene Pulser II 

(Bio-Rad) empregando Escherichia coli DH10B eletrocompetente (alíquotas armazenadas em 

 -70°C), medidas pelo número de colônias isoladas obtidas (ufc) após plaqueamento em LB com 

ampicilina. Controle negativo feito por plaqueamento de DH10B  sem plasmídeo. 

Testes de parâmetros de eletroporação com diferentes quantidades de DNA plasmidial 

10pg de DNA (1µL de pUC19 10pg/µL) 

Condição número 1 2 3 4 5 
Voltagem 1,25kV 1,80kV 1,25kV 1,80kV 1,80kV 
Capacitância 50µF 50µF 50µF 50µF 25µF 
Resistência  100Ω 100Ω 200Ω 200Ω 200Ω 
Tempo de choque 5,34ms 5,12ms 9,78ms 9,88ms 4,98ms 
Colônias obtidas 
(20% meio plaqueado) 

Nenhuma 175ufc 35ufc 223ufc 270ufc 

100pg de DNA (1µL de pUC19 100pg/µL) 

Condição número 1A  3A   
Parâmetros eletroporação (idem 1)  (idem 3)   
Tempo de choque 5,18ms  9,96ms   
Colônias obtidas 
(5% meio plaqueado) 

96ufc  318ufc   

Testes de meio de ressuspensão de células após a eletroporação (pBluescript 1ng/µL) 

Condição número   3B-SOC 3B-LB  
Parâmetros eletroporação   (idem 3) (idem 3)  
Meio de ressuspensão   SOC LB  
Quantidade de DNA   500pg 1000pg  
Colônias obtidas 
(0,5% meio plaqueado) 

  22ufc 7ufc  

 

3.7.2 Condições de eletroporação empregadas 

As transformações dos plasmídeos construídos para os genes car por 

eletroporação foram feitas com alíquotas de 40-50µL de Escherichia coli DH10B 

previamente submetidas à extração com água ultrapura estéril (protocolo de células 

competentes) e armazenadas a -70°C, de eficiência superior a 108ufc/µg DNA, 
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empregando cubeta de 0,1cm de espessura entre os eletrodos, submetendo-a a uma 

descarga elétrica de cerca de 5ms com voltagem de 1,80kV, capacitância de 25µF e 

resistência de 200Ω em eletroporador Gene Pulser II (Bio-Rad). Imediatamente após o 

choque as células foram ressuspensas em meio SOC estéril por 1h a 37°C sob agitação 

de 200rpm e plaqueadas em LB ágar com o antibiótico a que o plasmídeo confere 

resistência para seleção das transformantes positivas. As placas da transformação foram 

incubadas em estufa a 37°C, por cerca de 20h. As condições de eletroporação 

empregadas foram as que apresentaram melhores resultados, de acordo com a Tabela 

3.4. A competência da célula Escherichia coli DH10B empregada (108ufc/µg DNA) foi 

calculada nesta condição. Protocolo semelhante foi empregado na transformação de 

Escherichia coli BL21-SI com os plasmídeos de expressão.  

 

3.8 Seleção dos clones e propagação de plasmídeos 

 

A seleção dos clones que receberam plasmídeo no processo de transformação foi 

feita pelo uso de antibiótico no meio. Somente estas células foram capazes de crescer 

em pressão seletiva, uma vez que apresentam resistência ao antibiótico conferida pelo 

plasmídeo recebido. Foram empregados 50µg/mL de canamicina e 100µg/mL de 

ampicilina, de acordo com SAMBROOK et al. (1989). Entretanto, algumas colônias 

transformantes podem ter recebido um plasmídeo com o gene desejado não ligado 

corretamente, com alguma base erroneamente incorporada na PCR ou sem o gene. 

Desta forma, foi feita a seleção de algumas colônias (de dezenas obtidas), que foram 

replaqueadas em LB ágar com o mesmo antibiótico, uma vez que na placa de 

transformação pode haver alguma colônia satélite que cresça após a degradação do 

antibiótico. As placas de seleção foram incubadas por cerca de 20h em estufa a 37°C. 

Após esta purificação em meio sólido, as colônias foram incubadas em LB líquido com 

antibiótico e cultivadas a 37°C por 18h e 200rpm para propagação dos plasmídeos. As 

colônias selecionadas de cada um dos genes car foram submetidas à confirmação por 

PCR, digestão com enzimas de restrição e seqüenciamento, conforme descrição nas 

seções seguintes. 
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3.9 Extração de DNA plasmidial (Mini-Preparação) 
 

As extrações dos plasmídeos foram feitas pelo protocolo de lise alcalina 

(SAMBROOK et al., 1989) a partir de 3 a 5mL de cultivo de Escherichia coli DH10B a 

37°C e 200rpm, por cerca de 20h, em meio com antibiótico (50µg/mL de canamicina 

para pENTR e 100µg/mL de ampicilina para pDEST). Após centrifugação as células 

foram ressuspensas em glicose 50mM, Tris-HCl 25mM e 10mM EDTA (pH8), tratadas 

com 50µg de RNAse A, lisadas com NaOH 0,2M e SDS 1% m/v e neutralizadas com 

acetato de potássio 1,32M (pH4,8). Nestas condições ocorre a precipitação de restos 

celulares, proteínas e de DNA de alto peso molecular, permitindo que os DNAs 

plasmidiais permaneçam em solução. A agitação do material deve ser feita de forma 

suave para não ocorrer quebra do DNA de alto peso e fazer com que seja extraído 

juntamente com DNA plasmidial. Algumas amostras foram submetidas a extrações com 

fenol equilibrado para DNA (pH8) e clorofórmio/álcool isoamílico (24:1) para obtenção 

de amostras mais purificadas. A precipitação de DNA plasmidial foi feita com acetato 

de sódio 3M (pH5,2) e isopropanol, em baixas temperaturas. O precipitado resultante 

foi lavado com etanol 70% v/v e ressuspenso em água ultrapura.  

Os plasmídeos de entrada pENTR/(SD)/D-TOPO confirmados positivamente 

para a ligação dos produtos de PCR, após tratamento com RNAse para degradação de 

RNA, rompimento celular por lise alcalina e neutralização com acetato, foram 

submetidos a uma coluna comercial GFX Micro Plasmid Prep Kit (Amersham 

Biosciences), específica para ligação de DNA. Os DNAs plasmidiais foram lavados 

com solução Tris-EDTA e 80% v/v de etanol e eluído em 50µL de água ultrapura 

autoclavada.  Desta forma, os plasmídeos foram obtidos com maior purificação para 

evitar inibição das enzimas de recombinação sítio-específicas. 

 
3.10 Estoques de glicerol e stabs para manutenção dos clones 
 

A partir de inóculos de colônias isoladas de cada uma das transformantes de 

Escherichia coli em 3mL de meio com os respectivos antibióticos (50µg/mL para 

canamicina e 100µg/mL para ampicilina), cultivados por 18h a 37°C e 200rpm em tubos 

de 15mL (Falcon), foram feitos os estoques de glicerol 20% v/v estéril empregando 

meio de cultura ou células centrifugadas para armazenamento de alíquotas de cada um 

dos clones em -70°C e em -20°C.   
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Além dos estoques de glicerol, as células foram inoculadas em 1mL de meio ágar 

(1,5% m/v) com antibiótico (50µg/mL para canamicina e 100µg/mL para ampicilina) e 

incubadas em estufa a 37°C por 18h. Os stabs foram armazenados em temperatura 

ambiente.   

 

3.11 Confirmação dos clones  

 

A confirmação dos clones positivos foi feita por reação de PCR empregando as 

colônias selecionadas como DNA molde e oligos específicos para cada um dos genes, 

pela análise do padrão de digestão com endonucleases específicas para cada gene e 

plasmídeo e por seqüenciamento. 

 

3.11.1 PCR 

As colônias transformantes foram analisadas por PCR empregando 20mM de Tris-

HCl (pH8,4), 50mM de KCl, 1,5mM MgCl2, 200µM de cada tipo de dNTP, 1µM dos 

oligos direto e reverso de cada gene e submetidas 10mim a 94°C antes da adição de 

2,5U de DNA polimerase de Thermus aquaticus (Taq, recombinante, produzida no 

LMB/IBqM/UFRJ), para rompimento das células e liberação dos plasmídeos. A 

programação da reação de PCR foi a mesma empregada na amplificação dos genes do 

operon car.  

 

3.11.2 Digestão com enzimas de restrição 

Para confirmação da obtenção de plasmídeos corretamente ligados aos genes de 

interesse foram selecionadas enzimas de restrição para digerir uma vez no gene inserido 

e uma vez no plasmídeo, de modo a obter duas bandas facilmente identificadas em gel 

de agarose. Em cada reação foi empregado 25% de produto de extração plasmidial 

(cerca de 200-250ng de DNA). Para DNAs submetidos a fenol/clorofórmio ou coluna, a 

digestão foi feita em 10µL; nas digestões com DNAs plasmidiais extraídos por lise 

alcalina seguida de precipitação foram usados volumes maiores (20-30µL), para diluir 

possíveis proteínas não retiradas. As digestões foram feitas a 37°C durante a noite.   
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carAa: pENTR digerido com 2U de EcoRV 10U/µL (Gibco) e tampão de reação 

REact2 10X (Gibco) (50mM Tris-HCl pH 8, 10mM MgCl2, 50mM NaCl); pDEST 

digerido com 1U de PstI 10U/µL (Invitrogen) e 1U de HindIII 10U/µL (Invitrogen) 

com tampão REact2 10X (Gibco). 

carB: pENTR/D (vetor para clonagem com cauda de histidina) foi linearizado com  

1U de NotI 10U/µL (Pharmacia), empregando tampão H 10X (50mM Tris-HCl pH 7,5, 

10mM MgCl2, 1mM ditiotreitol, 100mM NaCl), solução de BSA 10X (concentração 

final de 0,01% m/v), solução 10X de Triton X-100 (concentração final de 0,01% v/v); 

pENTR/SD (clonagem nativa) digerido com 1U de EcoRV 10U/µL (Invitrogen) e 1U de 

XhoI 10U/µL (Gibco), em tampão REact2 10X (Gibco); pDEST digerido com 1U de 

PstI 10U/µL (Amersham Biosciences) e tampão H 10X (Amersham).  

carC: pENTR digerido separadamente com 2U de EcoRV 10U/µL (Invitrogen) e 

2U de StuI 10U/µL (Biolabs), com tampão REact2 10X (Gibco); para pDEST foram 

empregadas 1U de HindIII 10U/µL (Invitrogen) e 1U de StuI 10U/µL (Biolabs), em 

tampão REact2 10X (Gibco).  

carAcAd: pENTR digerido com 1U de NotI 10U/µL (Amersham Biosciences), em 

tampão H 10X (Amersham), 0,01% m/v de BSA, 0,01% v/v de Triton X-100; pDEST 

digerido com 1U HindIII 10U/µL (Invitrogen) e tampão REact2 10X (Gibco).  

 

3.11.3 Seqüenciamento 

Após a ligação dos genes isolados nos plasmídeos pENTR/(SD)/D-TOPO, os 

mesmos foram submetidos a seqüenciamento, de modo a confirmar se a seqüência 

amplificada por PCR corresponde à desejada e se ela esta ligada corretamente no vetor. 

O seqüenciamento foi efetuado pelo método de terminação de cadeia pelo Núcleo 

de Estudos de Genoma Johanna Döbenreiner no IBqM/UFRJ e no Laboratório de 

Genoma do Departamento de Bioquímica/UERJ. Foram empregados cerca de 300ng-

500ng dos plasmídeos extraídos por GFX Micro Plasmid Prep Kit (Amersham 

Biosciences), 2,5pmol de um dos oligos específicos ou universais (M13f/M13r), cujas 

seqüências estão apresentadas na Tabela 3.5, em 5µL de reação de PCR com 25 ciclos 

de 20s a 95°C, 15s a 48-50°C e 1min a 60°C. As seqüências foram analisadas pelos 

programas BLAST (ALTSCHUL et al., 1990).  
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Tabela 3.5 Seqüência dos oligonucleotídeos empregados para seqüenciamento de genes ligados 

aos plasmídeos de entrada pENTR/(SD)/D-TOPO. 

Oligonucleotídeo Seqüência do oligo 

M13 Forward (-20) 5' - GTAAAACGACGGCCAG - 3' 

M13 Reverse 5' - CAGGAAACAGCTATGAC - 3' 

 

3.12 Expressão das proteínas em Escherichia coli 

 

Para a expressão das proteínas heterólogas em Escherichia coli foram preparados 

pré-inóculos de 3mL de meio com ampicilina (100µg/mL) em tubos de 10mL (Falcon) a 

partir de uma colônia isolada de placa com a mesma concentração de antibiótico, 

incubados a 200rpm durante a noite a 37°C. A partir deste pré-inóculo saturado de 

células na fase estacionária, uma parte foi reinoculada em 10mL do mesmo meio (em 

tubos de 50mL) e incubados sob agitação de 200rpm a 37°C até atingir determinada 

fase de crescimento, monitorada em espectrofotômetro por absorbância em 600nm 

(Pharmacia Biotech). Na absorbância desejada, o indutor adequado para cada sistema 

(descritos em 3.12.1 e 3.12.2) foi adicionado ao meio para promover a expressão das 

enzimas recombinantes desejadas, de acordo com o esquema da Figura 3.10. O emprego 

de pré-inóculos é bastante comum na literatura (RIDDLE et al., 2003b, OUCHIYAMA 

et al., 1998) e minimiza efeitos de variação de crescimento em diferentes experimentos.   

 

 
                                   Vpre-inóculo  
                                     
                                     
 
 
 
 
        Pré-inóculo (3mL)                   Inóculo (10mL)                         Expressão (10mL) 
           Abs600nm ~ 3,5                                                                             
    
 
 
 

Figura 3.10 Procedimentos empregados na indução das proteínas em Escherichia coli. 

(Abs600nmV)inóculo=(Abs600nmV)pre-inóculo 

Absfinal =Absinóculo.2 (t crescimento / t duplicação) 

[indutor] 

Temperatura (T) 
Tempo (t) 
 

Abs600nm 
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3.12.1 Indução das enzimas recombinantes com IPTG em Escherichia coli DH10B   

A indução da expressão das enzimas CarB recombinantes da rota de degradação 

de carbazol (na forma nativa e com cauda de histidina) em Escherichia coli DH10B foi 

feita empregando 5% do pré-inóculo (com crescimento a 37°C por 18h) em LB com 

ampicilina, incubado a 37°C até atingir Abs600nm de 1,5. Nesta condição foi adicionado 

IPTG (isopropil-β-D-tiogalactosídeo) em concentração final de 1mM, com indução por 

2h. A concentração de IPTG e tempo de indução foram os mesmos empregados por  

RIDDLE et al. (2003b) e a indução da cultura de Escherichia coli com IPTG em uma 

densidade celular alta foi empregada por NOJIRI et al. (2003) para expressão da enzima 

CarB de Pseudomonas resinovorans CA10 (indução de 1mM de IPTG com A600nm de 

2,0).  

 

3.12.2 Indução das enzimas recombinantes com NaCl em Escherichia coli BL21-SI 

Escherichia coli BL21-SI (F- ompT hsdSB(rB-,mB-) gal dcm endA1 lon-proUp::T7 

RNAP::malQ-lacZ (TetS)) foi utilizada para expressão de proteínas mediante indução 

por NaCl sob controle do promotor T7. As cepas BL21 são deficientes em proteases 

para minimizar a degradação de proteínas  heterólogas (BHANDARI E 

GOWRISHANKAR, 1997).  

As cepas BL21-SI eletroporadas com os plasmídeos de expressão das enzimas da 

rota de degradação de carbazol foram cultivadas a 37°C em meio LBON (bactotriptona 

1% m/v e extrato de levedura 0,5% m/v), na ausência de NaCl, com a  adição de 

100µg/mL de ampicilina durante 16h para preparação do pré-inóculo. O inóculo em 

10mL de LBON com ampicilina foi preparado com 5% do pré-inóculo de modo a 

atingir um Abs600nm inicial de 0,2. A bactéria cresceu até a fase exponencial por cerca de 

1h30min, atingindo uma Abs600nm de 0,75-0,8, quando foi feita a adição de NaCl na 

concentração final de 0,3M para indução das proteínas a 37°C por 4 e 24h. Antes da 

adição do sal e em cada diferente condição experimental foi retirada uma amostra de 

1mL, centrifugada e as células armazenadas a -20°C. As amostras sem indução, assim 

como as amostras do crescimento da cepa BL21-SI sem plasmídeo, foram usadas como 

controles negativos. Na indução das enzimas da cepa CA10, SATO et al. (1997a) 

empregam algumas condições similares, como crescimento até Abs550nm em torno de 0,8 

a 37°C antes da adição do indutor (neste caso, IPTG) e incubação por 5h.  
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3.13 Planejamento Experimental e Modelagem Empírica  

 

O estudo das variáveis importantes para expressão pode ser feito por planejamento 

experimental, de forma a obter o maior número de efeitos de cada variável e seus 

cruzamentos com um mínimo de experimentos possíveis.  

O planejamento experimental é um conjunto de técnicas estatísticas que permite 

definir seqüências otimizadas de experimentos, possibilitando uma coleta de dados 

direcionada a atingir um determinado objetivo. A utilização da técnica de planejamento 

permite reduzir o esforço experimental, assim como o custo e o tempo empregados para 

obter uma certa informação (BOX E DRAPER, 1987). As rotinas de planejamento de 

experimentos podem ser utilizadas para verificação do efeito de variáveis e a possível 

existência de correlação entre elas, quando não se têm informações prévias sobre o 

sistema. Quando as variáveis são conhecidas, assim como suas possíveis correlações, 

podem-se construir modelos e o plano experimental pode ser utilizado para discriminá-

los. Se o modelo é conhecido, os dados do planejamento podem ser utilizados na 

estimação de parâmetros, com a maior precisão possível, permitindo a redução máxima 

das incertezas de predição de valores futuros. A técnica de planejamento também é 

apropriada quando se objetiva a otimização de uma determinada propriedade do sistema 

Um planejamento experimental deve ser embasado em algumas pré-condições 

(HIMMELBLAU, 1970). Devem ser bem especificados os objetivos do plano 

experimental, ou seja, se é desejado verificar os efeitos das variáveis, discriminar 

modelos, estimar parâmetros ou otimizar o processo. Devem ser conhecidas as variáveis 

fixas ou independentes e as variáveis dependentes do problema. Deve-se saber quais 

variáveis serão analisadas, como medi-las, qual a região experimental de interesse e 

qual o erro cometido nos experimentos. Todo modelo tem sua validade limitada à faixa 

de condições experimentais analisada. A qualidade do modelo e dos parâmetros 

estimados está diretamente associada ao erro experimental avaliado. Além disto, o 

tempo disponível e o custo permitido são importantes pontos a considerar no plano 

experimental desenvolvido, sendo imprescindível conhecer o número de experimentos a 

serem realizados e as réplicas. 

Um planejamento experimental bem sucedido deve ser baseado em dois princípios 

estatísticos importantes. Primeiramente, a introdução de certo grau de aleatoriedade no 



 75

planejamento e na realização dos experimentos elimina erros sistemáticos e a 

possibilidade de interferências do pesquisador nos resultados, uma vez que a imposição 

de uma ordem pré-estabelecida pode mascarar uma possível relação existente entre as 

variáveis. Em segundo lugar, outro fator de extrema importância é o número de vezes 

que experimentos são realizados. A condução do maior número possível de 

experimentos e a repetição sistemática de dados deve ser feita o maior número de vezes 

possível, uma vez que em geral quanto mais informação se tem sobre um sistema, mais 

confiáveis são os resultados obtidos e maior é a capacidade de análise. Um plano 

experimental aleatório e com o maior número de experimentos e réplicas é 

estatisticamente ideal. 

O ideal em um plano experimental seria, portanto, a realização de muitos pontos 

experimentais escolhidos ao acaso na malha experimental e a conseqüente realização de 

muitas repetições, mas isto não é real. Com poucos pontos, a escolha aleatória de 

condições experimentais não é bem sucedida, pois os pontos podem ficar concentrados 

em poucas regiões. Se o sistema apresenta um comportamento suave, sem 

comportamentos oscilatórios, não-lineares ou com mudanças bruscas, é possível a 

utilização de uma distribuição uniforme dos valores da variável a ser estudada na região 

de interesse. Neste caso, um plano fatorial é gerado a partir da escolha de condições 

experimentais uniformemente distribuídas e pelo cruzamento das condições das diversas 

variáveis estudadas.  

O número de experimentos a serem realizados em um plano experimental depende 

dos níveis estudados de cada variável, ou seja, do número de condições experimentais 

de cada uma delas que se deseja analisar. Também depende do número de repetições 

que são realizadas. Quando o estudo do sistema envolve um número muito grande de 

variáveis, o número de experimentos aumenta de forma fatorial, uma vez que o plano é 

feito através de combinações de condições. O número de experimentos NE em um plano 

depende dos níveis li, ou seja, das condições experimentais escolhidas para o número de 

variáveis independentes NX, e do número NR de réplicas feitas, segundo a Equação 3.1.  

 

NR.lNE
NX

1i
i 





= ∏

=
 (3.1) 
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Em termos práticos, a técnica de planejamento orienta a escolha do número 

mínimo de condições e de repetições que devem ser feitas para que se conheça o 

sistema, contrastando com a situação estatisticamente ideal. A realização do número 

mínimo de experimentos causa perda relativa da qualidade das informações e leva a 

erros maiores que no caso ideal, mas permite conhecer as características básicas do 

sistema com esforço mínimo. A escolha dos níveis a serem usados no planejamento 

experimental é extremamente importante no intuito de se obter uma boa função para 

descrever o comportamento do sistema. 

Para verificar se a resposta de um sistema aumenta ou diminui com uma variável 

deve-se ter no mínimo dois níveis experimentais. Um plano experimental com dois 

níveis permite somente conhecer se há dependência linear entre as principais variáveis 

do sistema. Caso haja algum comportamento quadrático, não é possível a verificação 

por este plano experimental. Quando um plano experimental é realizado em três níveis 

pode-se verificar a existência de comportamentos quadráticos no sistema, ou seja, se 

existe alguma concavidade na resposta do sistema para a variável estudada. Planos a três 

níveis são, portanto, adequados para identificar a existência de máximos e mínimos na 

região experimental de interesse.  

Da forma como o plano experimental é montado, com uma distribuição uniforme 

dos valores das variáveis de processo estudadas, é possível utilizar modelos empíricos, 

do tipo polinomial, para avaliação dos efeitos das variáveis e para otimização das 

condições de expressão das proteínas recombinantes. A estimação dos parâmetros do 

modelo polinomial indica os efeitos principais das variáveis de processo e do 

sinergismo entre elas. Para realizar a estimação dos parâmetros empíricos, as variáveis 

são utilizadas na forma normalizada. Uma vez que os valores das variáveis de processo 

estão distribuídos uniformemente na região experimental, a normalização das variáveis 

de processo, xi, é feita de modo que as variáveis normalizadas, xi,normalizado, tenham 

valores entre –1 e +1, com o ponto central de valor 0, como indica a Equação 3.2.  

 

 1x1  ,
)

2
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(
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−

+
−

=  (3.2) 
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Os parâmetros estimados empregando as variáveis normalizadas podem ser 

diretamente comparados, uma vez que a ordem de grandeza de todas as variáveis é a 

mesma. Com o uso de uma distribuição uniforme das condições experimentais e da 

normalização de variáveis obtém-se um plano experimental ortogonal. Neste caso, 

verifica-se que a soma no plano experimental de todas as variáveis normalizadas, assim 

como dos produtos entre elas, é sempre nula, como mostra a Equação 3.3. Isto permite 

obter parâmetros lineares sem correlação para efeitos principais e interações binárias, 

mas não permite a obtenção de correlações nulas para termos quadráticos (BOX E 

DRAPER, 1987). 

 

 lk l,k, 0,xx ,0x
NE

1i

NE

1i
likiki ≠∀==∑ ∑

= =
 (3.3) 

 

A estimação dos parâmetros empíricos deve ser feita pela otimização de uma 

função objetivo que descreva o desvio entre as variáveis de resposta experimentais, yi, e 

as variáveis calculadas pelo modelo, yi
c, permitindo uma minimização destas medidas 

pela determinação dos melhores valores dos parâmetros do modelo. A função objetivo 

utilizada para modelos empíricos polinomiais geralmente é a de mínimos quadrados, 

mostrada na Equação 3.4.  
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3.13.1 Planejamento experimental para otimização da expressão das subunidades 

de CarA 

Como o número de variáveis possível de ser explorado é bastante grande, a 

realização de planejamento experimental exploratório a dois níveis (BOX E DRAPER, 

1987) é interessante para avaliar o efeito linear de algumas variáveis relevantes sobre a 

expressão das proteínas em Escherichia coli contendo os plasmídeos com genes car. O 

emprego de técnicas de planejamento experimental de Taguchi, semifatorial e fatorial a 

três níveis fornece mais resultados, permitindo inferir sobre a existência de não 
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linearidades no processo, além das interações entre as variáveis, mas a escolha do 

planejamento depende do número de variáveis e da carga experimental exigida.  

As cepas Escherichia coli BL21-SI contendo os plasmídeos de expressão das 

subunidades da carbazol 1,9-a dioxigenase (CarAa, CarAc/CarAd) foram cultivadas a 

37°C em meio LBON (bactotriptona 1% m/v e extrato de levedura 0,5% m/v), na 

ausência de NaCl, com a  adição de 100µg/mL de ampicilina durante 16h para 

preparação do pré-inóculo. O inóculo em 10mL de LBON com ampicilina foi preparado 

com 5% do pré-inóculo de modo a atingir um Abs600nm inicial de 0,2. A bactéria cresceu 

até a fase exponencial por cerca de 1h30min-2h (atingindo Abs600nm de 0,5 ou 0,8, 

dependendo do experimento), quando foi feita a adição de NaCl na concentração final 

de 0,3M para indução das proteínas a temperaturas de 30 e 37°C e em tempos de 

indução de 4 e 24h. O plano experimental a dois níveis, empregado para verificar o 

efeito das três variáveis de estudo: concentração celular (A600), temperatura (T) e tempo 

(t), está apresentado na Figura 3.11. 

 

Figura 3.11 Plano experimental a dois níveis para estudo da influência da concentração celular 

(A600), temperatura (T) e tempo (t) na expressão das subunidades da carbazol dioxigenase. 

 

As áreas das bandas correspondentes à expressão de cada uma das proteínas foram 

quantificadas pelo programa QUANTISCAN Version 1.25. As áreas de cada banda do 

gel foram recalculadas considerando 100% a quantidade de proteína obtida na condição 

padrão, isto é, sugerida pelos fabricantes para testes iniciais de expressão de proteínas 
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recombinantes em Escherichia coli (Abs600nm=0,5, 37°C e 4h). A avaliação estatística 

dos efeitos da concentração celular, temperatura e tempo na indução destas proteínas foi 

feita mediante uma modelagem empírica (Equação 3.5) e estimação de parâmetros (pi) 

das variáveis normalizadas em –1 (menor valor da condição empregada) e +1 (maior 

valor da condição empregada), empregando o programa STATISTICA 5.0 

(STATSOFT, 1995). O modelo empírico com o efeito de cada variável estimado foi 

empregado na  determinação do ponto ótimo de expressão de cada proteína.  

 
Expressão = p0 + p1 A600 + p2 T + p3 t + p4 A600.T + p5 A600.t + p6 T.t (3.5) 

 

3.14 Preparação dos extratos celulares 

 

As células  obtidas pela centrifugação de 1mL de amostra foram ressuspensas em 

GET (glicose 50mM, EDTA 10mM e Tris-HCl 25mM) e rompidas em sonicador 

(Sonifier 250 Branson), empregando 5 pulsos de 10s de duração com 1min de intervalo 

entre cada um, em banho de água gelada. Na seqüência, a concentração de proteína total 

dos extratos celulares foi dosada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), 

empregando BSA (albumina de soro bovino) como padrão. 

 

3.15 Purificação de enzima expressa com cauda de histidina 

 

A purificação da enzima CarB clonada em vetor com cauda de histidina foi feita 

empregando 50mL de coluna Chelating Sepharose Fast Flow  (Amersham), mantendo a 

proporção de 1mL de resina para cada 10mg de proteína. Inicialmente a resina foi 

lavada com água (10 vezes o volume da coluna) para retirar o tampão de 

armazenamento (etanol 30% v/v), seguido de carregamento da matriz com Ni 

empregando solução de sulfato de níquel 10mM, de acordo com o protocolo padrão.  

O tampão contendo 50mM Tris-HCl, 30mM NaCl e 5mM imidazol foi empregado 

na lise celular e para equilibrar a coluna. As lavagens da coluna, empregando 10 vezes 

seu volume, foram feitas com 50mM Tris-HCl, 30mM NaCl e 20mM de imidazol. Para 

eluição das proteínas com cauda de histidina ligadas à coluna foi utilizado 50mM Tris-

HCl, 300mM NaCl e 500mM imidazol. Todos os tampões foram preparados em pH 8. 
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3.16 Análise e quantificação das proteínas expressas por SDS-PAGE 

 

As análises das proteínas expressas foram feitas em Gel de Eletroforese 

Desnaturante de Poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE), em corridas a 80V por 3h em 

cuba Bio-Rad empregando tampão com concentrações de 25mM de Tris-base, 192mM 

de glicina e 0,1% m/v de SDS. Foram empregados géis de corrida para separação das 

proteínas por massa molecular contendo 18% m/v de poliacrilamida em 375mM de 

Tris-Cl (solução 1,5M pH8,8) e SDS 0,1% m/v, assim como géis de concentração com 

5% m/v de poliacrilamida, 125mM de Tris-Cl (solução 1,0M pH6,8) e 0,1% m/v de 

SDS. Ambos foram polimerizados com persulfato de amônio (0,1% m/v) e TEMED 

ultrapuro (0,1% v/v) e preparados de acordo com LAEMMLI (1970).  

A quantificação e determinação da massa molecular de cada proteína expressa foi 

feita empregando padrão de massa molecular LMW (Amersham Bioscience), contendo 

as bandas de 14, 20, 30, 45, 60 e 90kDa, que engloba todas as enzimas envolvidas na 

degradação de carbazol. Foram aplicadas 20µg de proteína do extrato total de cada 

amostra empregando tampão com Tris-Cl (31,2mM), 30% m/v de glicose,  

β-mercaptoetanol 1,3% v/v, 1% m/v de SDS e 0,01% m/v de azul de bromofenol, após 

aquecimento da mistura por 10min a 95°C. As proteínas retidas nos géis foram coradas 

com Coomassie blue (solução com 50% v/v de metanol, 10% v/v de ácido acético 

glacial e 0,1% m/v de Coomassie brilliant blue R-250) durante a noite sob agitação 

branda. Após, os géis foram submetidos à solução de descoramento contendo metanol 

40% v/v e ácido acético glacial 10% v/v).   

 

3.17 Testes de biodegradação e medidas de atividade enzimática  

 

Os testes de atividade enzimática para degradação dos compostos aromáticos 

foram feitos empregando extratos celulares e células íntegras preparadas pela técnica de 

resting cells (células que não apresentam crescimento, mas apresentam funcionamento 

de seu metabolismo). A cepa BL21-SI sem plasmídeo foi utilizada como controle 

negativo em todas as reações enzimáticas.  
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3.17.1 Preparação de resting cells  

Após a obtenção das células com expressão de cada uma das proteínas 

recombinantes, determinado volume de meio saturado de células foi centrifugado 

(13000rpm por 5min e 4°C), e ressuspenso no mesmo volume de tampão Tris-HCl 

50mM (pH 7,5). Neste tampão, em que não há crescimento celular, é adicionado o 

composto que será degradado pelas enzimas expressas pela célula (sistema de resting 

cells). A força iônica (50mM) e pH (7,5) empregados foram os mesmos de SATO et al. 

(1997a), OUCHIYAMA et al. (1998) e NOJIRI et al. (1999). 

 

3.17.2 Testes de biodegradação de carbazol por CarA 

Para verificar se a carbazol 1,9a-dioxigenase (CarA) foi expressa na forma ativa, 

foram empregados testes de degradação de 20ppm (120µM) de carbazol. A detecção foi 

feita por cromatografia gasosa em equipamento Varian 3380 com detector FID e coluna 

capilar CP-SIL5CB (25m de comprimento e 0,25mm de diâmetro), empregando 

temperaturas de 250°C no injetor e detector, coluna com aquecimento de 150 a 200°C e 

taxa de 10°C/min e split 1:8 (volume na coluna:volume descartado) e nitrogênio como 

gás de arraste, a uma pressão de 60kPa. 

A reação foi feita empregando 300µL de extrato celular obtido por sonicação das 

cepas recombinantes BL21-SI clonadas com plasmídeos pDEST14 contendo os genes 

carAa e carAcAd com expressão de CarAa e de CarAcAd nas condições otimizadas 

pelo planejamento experimental. Para evitar a possibilidade de limitação de cofatores 

para a reação de degradação in vitro, cada um deles foi adicionado em excesso, de 

acordo com as condições indicadas na literatura (NAM et al., 2002b). Foram 

empregados 500µM (100nmol) de NADH, 1µM (200pmol) de FAD, 35µM de sulfato 

ferroso amoniacal com fonte de Fe(II) e 50µM de ácido ascórbico (agente redutor), 

como cofatores, e 0,02% v/v de Tween 20 para auxiliar na solubilização do carbazol em 

água, em volume final de 300µL de Tris-HCl 50mM (pH 7,5). As concentrações de 

[Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O] e ascorbato foram as mesmas empregadas para as medidas de 

atividade de CarB. A degradação de carbazol foi verificada após 15h de reação a 30°C, 

com interrupção da reação pela acidificação até pH 3 com HCl 1N (SATO et al., 1997a) 

(adição de 20µL), seguido da extração com igual volume de acetato de etila hidratado e 

armazenamento a 4°C para posterior injeção de 1µL no cromatógrafo gasoso.  
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3.17.3 Testes de biodegradação e medidas de atividade de CarB e CarC 

Testes qualitativos em placa e meio líquido foram empregados para verificar se as 

enzimas CarB e CarC foram expressas na forma ativa, com crescimento das cepas 

recombinantes em LB (e expressão das enzimas recombinantes com a presença de  

1% m/v (0,17M) de NaCl no meio) por 18h a 37°C com ampicilina, empregando 

solução 0,5mg/mL de 2,3-dihidroxibifenil (2,3-DHBP) em etanol absoluto (Merck) 

preparada no mesmo dia de uso, devido à sua instabilidade em solução (SATO et al., 

1997a). Este composto, resultante da degradação da bifenil dioxigenase, é análogo ao  

2'-aminobifenil-2,3-diol da rota de degradação de carbazol. A obtenção de enzimas de 

meta-clivagem (CarB) ativas, sem e com cauda de histidina, foi confirmada pela 

produção de um composto amarelo pelas colônias transformantes após borrifamento da 

solução 2,3-DHBP sobre placas e mistura da solução em meio líquido. Este composto 

amarelo, HOPDA (ácido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenil hexa-2,4-dienóico) é um análogo 

cromóforo da rota de degradação de bifenil. A expressão da hidrolase (CarC) na forma 

ativa foi comprovada pelo desaparecimento da coloração amarela, pelo consumo de 

HOPDA em meio líquido e em placa.  

As medidas de atividade enzimática foram feitas por absorbância no comprimento 

de onda 434nm para detecção de HOPDA, cujo coeficiente de absorção molar a pH7,5 

é, segundo a literatura, 13200 M-1cm-1 (SATO et al., 1997a, OUCHIYAMA et al., 

1998), empregando Espectofotômetro GBC UV/VIS 920 (Analitica). Foram 

empregadas células integras (resting cells), extrato celular (células rompidas por 

sonicação) e extrato celular incubado em gelo por 10min com ácido ascórbico (35µM) e 

sulfato ferroso amoniacal (50µM), em tampão Tris-HCl 50mM (pH 7,5) a 35°C, 

temperatura e pH ótimos das enzimas CarB e CarC de Pseudomonas resinovorans 

CA10 (IWATA et al., 2003, NOJIRI et al., 2003).   

Os ensaios de atividade de CarB sobre 2,3-dihidroxibifenil foram feitos em 

volume de 1mL, com inicio da reação pela adição de 10µL de solução 10mM de  

2,3-DHBP em etanol (concentração inicial de substrato na reação de 100µM) e dosagem 

do aumento da absorbância em 434nm pela produção de HOPDA. 

A atividade de hidrolase (CarC) foi medida monitorando o desaparecimento do 

composto colorido HOPDA pela queda de absorbância a 434nm. O substrato HOPDA 

foi produzido no mesmo dia pelas células recombinantes de CarB (células obtidas a 
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partir de 3,5mL de meio de cultura com 18h de crescimento em LB a 37°C e 

ressuspensas em 500µL no mesmo tampão), empregando 50µL de solução 150mM de 

2,3-DHBP em etanol. A absorbância inicial a 434nm das células com adição da solução 

de HOPDA (concentração inicial de substrato de 100µM) foi ajustada para um valor 

máximo de 1 em Tris-HCl 50mM (pH 7,5). 

 

3.17.4 Determinação de volume (concentração celular) empregado no sistema de 

resting cells para ser usado nas medidas de atividade de CarB e CarC 

 Diferentes volumes de meio LB (após crescimento das células BL21-SI por 18h a 

37°C com expressão concomitante das enzimas recombinantes CarB e CarC pela 

presença do indutor NaCl) foram empregados na preparação de resting cells (variando 

de 50 a 500µL). Após determinação das medidas de absorbância a 434nm, os dados 

foram utilizados para calcular taxas de produção e degradação do composto amarelo 

HOPDA ao longo do tempo dos experimentos, de acordo com a definição apresentada 

na Equação 3.6.   
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Nos primeiros pontos, quando a taxa calculada pela Equação 3.6 mantém-se 

constante, as velocidades iniciais da reação obtidas para os diferentes volumes de 

resting cells foram comparadas, assim como as velocidades iniciais normalizadas pelo 

volume de meio de crescimento celular empregado na sua preparação (taxa 

inicial/volume). O volume utilizado para medir a atividade do sistema de células 

íntegras (resting cells) de CarB e CarC recombinantes foi aquele que apresenta mesma 

razão taxa/volume de meio. Quando, para os maiores volumes (altas concentrações 

celulares), esta razão é reduzida, tem-se indícios de que outros processos estão 

ocorrendo e competindo com a reação química, não devendo ser utilizados nos sistemas 

de resting cells. Os erros observados nas medidas foram inferiores a 10%. 
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3.18 Modelagem por Homologia 

 

Os métodos de modelagem de proteínas baseados em homologia ou comparação 

entre seqüências são capazes de extrapolar um modelo para uma nova seqüência, 

chamada de alvo (target) baseado na similaridade com seqüências de proteínas de 

estruturas 3D conhecidas, ou de proteínas pertencentes à mesma família, chamadas de 

moldes (templates) (PEITSCH, 1995, PEITSCH, 1996, GUEX E PEITSCH, 1997, 

MARTÍ-RENOM et al., 2000). Para a obtenção de um modelo que possa ser utilizado, 

duas condições devem ser cumpridas: deve haver similaridade entre a seqüência alvo e a 

proteína molde e um alinhamento correto entre eles deve ser calculado (MARTÍ-

RENOM et al., 2000).  

A técnica de modelagem por homologia baseia-se no princípio de que a 

semelhança entre seqüências de proteínas implica em similaridade estrutural. Estes 

princípios são corroborados pelas seguintes observações do processo biológico 

evolutivo (SANTOS FILHO E BICCA DE ALENCASTRO, 2003):  

(i) homologia entre seqüências de aminoácidos implica em semelhança estrutural 

e funcional;  

(ii) proteínas homólogas apresentam regiões internas com estruturas secundárias 

(α-hélices e folhas-β) conservadas;  

(iii) as principais diferenças estruturais ocorrem nas regiões externas, constituídas 

principalmente por alças, ligando elementos de estruturas secundárias. 

Além disso, constatou-se que as proteínas se agrupam em número limitado de 

famílias tridimensionais e que existe um número estimado de 5000 famílias protéicas. 

Quando a estrutura de pelo menos um representante de uma família é conhecida, os 

demais membros podem ser modelados por homologia (SANTOS FILHO E BICCA DE 

ALENCASTRO, 2003). 

Desta forma, a técnica de modelagem estrutural comparativa permite a predição 

da estrutura de uma proteína de interesse a partir de sua seqüência de aminoácidos, 

baseado em alinhamentos com um ou mais proteínas homólogas com coordenadas 

moleculares conhecidas, disponíveis no Protein Data Bank (PDB). Na Figura 3.12 
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(BAKER E ŠALI, 2001) estão esquematizadas as possíveis aplicações de estruturas de 

proteínas obtidas por diferentes metodologias, dependendo da acurácia obtida. 

 

 

Figura 3.12 Aplicação de modelos de estruturas de proteínas (modificado de BAKER E ŠALI, 

2001).  

 

A modelagem por homologia foi realizada em quatro etapas iterativas (PEITSCH, 

1995, PEITSCH, 1996, MARTÍ-RENOM et al., 2000, SANTOS FILHO E BICCA DE 

ALENCASTRO, 2003): seleção de moldes, alinhamento entre proteínas alvo e molde, 

construção do modelo por comparação com o molde e avaliação do modelo 3D 

resultante, como mostrado no esquema da Figura 3.13. 
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Figura 3.13 Esquema geral dos procedimentos empregados para realizar modelagem 

comparativa. 

 

3.18.1 Seleção de moldes  

A identificação das possíveis proteínas moldes foi feita empregando as 

ferramentas de bioinformática para busca de homologias e similaridades e identificação 

de domínios conservados. O programa BLASTP (Basic Local Alignment Search Tool-

Protein-Protein) (ALTSCHUL et al., 1990) empregando PDB como banco de dados foi 

utilizado na busca de proteínas homólogas e com alto grau de similaridade com 

estruturas 3D determinadas experimentalmente para uso como moldes na modelagem 

por comparação. Este programa encontra-se disponível em  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/. Se o grau de identidade entre as estruturas primárias 

das proteínas alvo e molde com mais de 80 resíduos for igual ou superior a 25%, existe 

grande probabilidade de que estas proteínas tenham estruturas tridimensionais 

semelhantes, e a construção do modelo pode ser feita por comparação (SANTOS 

FILHO E BICCA DE ALENCASTRO, 2003). 

Nos casos em que a identidade é inferior a 25%, o método mais adequado, embora 

ainda menos preciso, é o de compatibilidade seqüência-estrutura (threading ou 3D 

template matching methods), em que a avaliação da melhor proteína molde é feita 

empregando um potencial empírico derivado de contatos de resíduos em proteínas 

conhecidas (SANTOS FILHO E BICCA DE ALENCASTRO, 2003). Esta metodologia 

para selecionar moldes a partir da seqüência de uma proteína sem identidade aparente 

com outras proteínas (ROST et al., 1997), foi aplicada na identificação de molde para a 

proteína CarBa, pelo ajuste de sua seqüência de aminoácidos nas estruturas de proteínas 

tridimensionais disponíveis empregando o programa GenTHREADER (JONES, 1999).  
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As enzimas envolvidas nas rotas de biodegradação de compostos aromáticos, 

como naftaleno, bifenil, benzoato, protocatecuato, foram empregadas como moldes. 

 

3.18.2 Alinhamentos 

Além de emprego de alinhamento local, podem ser empregados outros tipos de 

alinhamentos para melhorar os resultados do modelo: alinhamentos globais, usando 

CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994), alinhamentos locais e globais entre as duas 

proteínas, empregando o programa T-COFFEE (NOTREDAME et al., 2000), ambos 

disponíveis em http://www.expasy.ch, além de otimizações manuais baseadas em 

informações da estrutura do molde.  

 

3.18.3 Modelagem Comparativa 

Os alinhamentos seqüenciais de cada proteína foram empregados na construção 

dos modelos estruturais pelo método de restrições espaciais com o programa 

MODELLER 6v2 (ŠALI E BLUNDELL, 1993). Após este procedimento, o modelo 

final de CarBa (com identidade inferior a 25% dos resíduos) foi refinado por relaxação 

da estrutura empregando o programa HyperChem (FROIMOWITZ, 1993) com campo 

de força Amber (WEINER et al., 1986).  

As coordenadas espaciais dos complexos multiméricos das enzimas foram obtidas 

pelo Swiss-PDBViewer, que emprega técnica de corpos rígidos (GUEX E PEITSCH, 

1997), disponível no sítio http://www.expasy.ch/spdbv/, pela sobreposição dos modelos 

de cada monômero com as cadeias homólogas das estruturas multiméricas  dos moldes 

disponíveis no PDB.  

 

3.18.4 Validação dos modelos 

A avaliação da qualidade do modelo passa pelo empacotamento global da 

proteína, possíveis erros estruturais em regiões localizadas e parâmetros 

estereoquímicos e energéticos (SANTOS FILHO E BICCA DE ALENCASTRO, 2003). 

A avaliação e validação dos modelos foram feitas por análises da qualidade 

estereoquímica empregando o programa PROCHECK (LASKOWSKY et al., 1993). 
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Entre estas análises, os gráficos de Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963) 

indicam os ângulos permitidos de rotação para os resíduos de aminoácidos da cadeia 

principal de um polpeptídeo, uma vez que as ligações N-Cα e Cα-C têm liberdade de 

rotação. Estas rotações são representadas, respectivamente, pelos ângulos de torção phi 

e psi e suas conformações estáveis foram estudadas por RAMACHANDRAN et al. 

(1963), considerando a estrutura das proteínas como de esferas rígidas e dimensões 

correspondentes aos seus raios de van der Waals. Entretanto, algumas existem restrições 

nestes ângulos que são indicadas no gráfico de Ramachandran, correspondendo a 

conformações estéricas do esqueleto polipeptídico não permitidas. Por exemplo, não 

pode haver colapso entre as esferas e os ângulos em que isto acontece não são 

permitidos e estão indicados fora das regiões permitidas de phi e psi do gráfico. O 

gráfico de Ramachandran é bastante útil na análise e na avaliação da qualidade de 

modelos teóricos ou experimentais de proteínas, uma vez que ele define os resíduos que 

se encontram nas regiões energeticamente mais favoráveis e desfavoráveis (SANTOS 

FILHO E BICCA DE ALENCASTRO, 2003). 

A validação dos modelos também foi feita pela compatibilidade do modelo 

atômico (3D) com a seqüência de aminoácidos da proteína modelada (1D), usando o 

VERIFY3D (LUTHY et al., 1992). Erros nas estruturas foram analisados com o 

WHAT-CHECK (HOOFT et al., 1996) e interações de átomos não-ligados nas 

estruturas foram analisadas pelo ERRAT (COLOVOS E YEATES, 1993). O programa 

PROVE (PONTIUS et al., 1996) foi usado para avaliar a qualidade do modelo baseado 

em cálculos de volumes atômicos. A avaliação energética dos modelos das subunidades 

da carbazol dioxigenase foi feita pelo Gráfico de Energia dos Resíduos empregando o 

programa PROSAII (SIPPL, 1993). Todos os programas, com exceção do PROSAII 

(não disponível gratuitamente), foram acessados pelo SAVS (Structure Analysis and 

Validation Server), no endereço http://www.doe-mbi.ucla.edu/Services/. 

A visualização e caracterização de resíduos e domínios conservados das proteínas, 

para análise dos sítios ativos e distâncias entre átomos, foram feitas empregando os 

programas RASMOL (SAYLE E MILNER-WHITE, 1995) e Swiss-PDBViewer 

(GUEX E PEITSCH, 1997) em comparação com os moldes. O programa Swiss-

PDBViewer (GUEX E PEITSCH, 1997) foi também utilizado nos cálculo das pontes de 

hidrogênio nas estruturas modeladas.  
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carAa(1)               carAa(2)          carBa    carBb      carC        carAc  ORF7       carAd 

4 RESULTADOS 

 

 

Os genes que codificam as enzimas na rota de degradação de carbazol a ácido 

antranílico (CarA, carbazol dioxigenase, CarB, dioxigenase de meta-clivagem e CarC, 

hidrolase) da bactéria Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 (HISATSUKA E SATO, 

1994), descritos na Figura 4.1, foram clonados separadamente em quatro vetores. A 

cepa foi caracterizada (seção 4.1) e os genes amplificados por PCR (seção 4.2). 
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Figura 4.1 Organização dos genes que codificam as enzimas da rota de degradação de carbazol 

a ácido antranílico (operon car) em Pseudomonas sp. (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b, 

BENEDIK et al., 1998). 

 

A estratégia de clonagem empregando as enzimas topoisomerase e de 

recombinação sítio-específica, descrita na seção 4.3, mostrou-se eficiente na clonagem 

dos genes. As enzimas foram expressas de forma ativa e em grande quantidade em 

extrato total de Escherichia coli BL21-SI, com indução por NaCl. Os resultados de 

expressão em tubos agitados e análise de variáveis estão descritos na seção 4.4.  

As medidas de atividade enzimática, assim como a caracterização estrutural das 

enzimas por modelagem molecular por homologia, estão apresentadas na seção 4.5.  
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4.1 Caracterização de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 

 

A cepa Pseudomonas stutzeri ATCC 31258/INCQS 00520 foi caracterizada por 

crescimento em placa, coloração de Gram e testes bioquímicos (LARENTIS, 2003). 

Pela observação das colônias isoladas, com cerca de 1mm de diâmetro, obtidas em placa 

de ágar sangue com crescimento de 24h a 35°C, verificou-se que a morfologia 

apresentou características que conferem com as da bactéria Pseudomonas stutzeri. As 

colônias são tipo mucóides (que não tem aspecto seco, devido à presença de uma 

cápsula, comum para Pseudomonas e enterobactérias), acinzentadas, pequenas e 

redondas (não irregulares). Após 48h de incubação, as colônias apresentaram tamanho 

variável, algumas com até 5mm de diâmetro, com aspecto seco, quebradiço, indicando 

que poderiam estar mortas ou somente com as cápsulas secas (com a presença de células 

vivas por baixo). Testes de viabilidade em 48h não foram feitos, uma vez que a ATCC 

recomenda um crescimento a 37°C por somente 24h. Na Figura 4.2 é possível verificar 

o aspecto das colônias de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258/INCQS 00520 com 

crescimento em ágar sangue por 24 e 48h. 

 

  
(a) (b) 

Figura 4.2 Colônias em ágar sangue com 24 (a) e 48h (b) de crescimento de Pseudomonas 

stutzeri ATCC 31258/INCQS 00520 a 35°C. 

 

Em nenhuma das etapas de cultivo da cepa, desde a abertura da cepa ATCC até 

nova liofilização para produção de lotes para a coleção INCQS, foram detectadas 

contaminações por outros microorganismos. Nas placas da Figura 4.2 não foram 

verificadas colônias diferentes, o que indicaria possíveis contaminações durante este 

período de crescimento em placa em meio rico de ágar sangue. 



 91

A visualização no microscópio óptico indicou uma cultura pura, sob a forma de 

um tapete de células Gram negativas, na forma de bastonetes (rod-shaped), como 

descrito na literatura (OUCHIYAMA et al., 1993, HISATSUKA E SATO, 1994, GIEG 

et al., 1996, SHOTBOLT-BROWN et al., 1996, OUCHIYAMA et al., 1998, 

KIRIMURA et al., 1999). O método de Gram se baseia na capacidade das células de 

absorverem de maneira idêntica o corante primário (cristal violeta) e o fixador (iodo), 

adquirindo uma coloração violeta pela formação de um complexo cristal violeta-iodo 

(chamado iodo-para-rosanilina), que pode ou não ser removido após o tratamento com 

solvente orgânico (etanol). Nas bactérias Gram positivas, a parede celular é constituída 

por uma lâmina espessa de mucopeptídio superposta à membrana citoplásmatica. O 

complexo corante-iodo, fortemente retido nesta lâmina, não é removido com álcool nas 

condições técnicas do método de Gram. Nas mesmas condições, as Gram negativas, que 

possuem barreira formada por duas camadas finas de lipopolissacárídeos e de 

lipoproteínas, são descoradas, pois o tratamento com álcool aumenta consideravelmente 

a permeabilidade das barreiras externas, permitindo a remoção do corante da fina 

camada de mucopeptídio (BIER, 1978). 

Para confirmar a espécie da cepa, foram realizados testes de capacidade de 

oxidação de diferentes açúcares, em sistema aberto ou fechado, de forma a distinguir a 

via oxidativa ou fermentativa da bactéria, capacidade de redução de nitrato e de 

crescimento em NaCl. Estes testes são indicados para as cepas de Pseudomonas stutzeri 

(MURRAY et al., 1999). Os resultados dos testes bioquímicos para confirmação da 

cepa Pseudomonas stutzeri são apresentados na Tabela 4.1.  

 

Tabela 4.1 Resultados das provas bioquímicas para Pseudomonas stutzeri realizadas nas 

ampolas INCQS 00520/ATCC 31258. 

Provas bioquímicas Resultados esperados 
(MURRAY et al., 1999) 

Resultados obtidos 

1 Redução/Nitrato/Gás + + 

2 Oxidação/Glicose (sistema aberto) + + 

3 Oxidação/Glicose (sistema fechado) – – 

4 Oxidação/Lactose – – 

5 Oxidação/Maltose + + 

6 Oxidação/Manitol + + 

7 Crescimento 6,5% NaCl + _ 
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A cepa foi capaz de reduzir nitrato a nitrito e a N2, o que foi detectado com zinco. 

Os testes confirmaram que a cepa é oxidativa e não segue a via das fermentações, uma 

vez que os resultados de oxidação de glicose em sistema aberto foram positivos e 

negativos em sistema fechado. A cepa não foi capaz de oxidar lactose e é catalase 

positiva (possui a enzima citocromo oxidase).  

Os resultados positivos de oxidação de maltose e manitol pela cepa de 

Pseudomonas stutzeri foram confirmados (embora os meios dos tubos 5 e 6 na Figura 

4.3  tenham ficado ainda semi-esverdeados). O teste de crescimento em NaCl 6,5% não 

foi satisfatório como esperado, uma vez que os resultados positivos ainda eram fracos 

após quatro dias de cultivo, com somente alguns grumos de células, quando o 

crescimento deveria deixar o meio túrbido. 

 

 
Figura 4.3 Resultados de testes bioquímicos (4 dias) para Pseudomonas stutzeri  

INCQS 00520/ATCC 31258. Os tubos de ensaio estão na ordem apresentada na Tabela 4.1. Os 

tubos em meio sólido (2, 3, 5 e 6) são positivos quando ficam amarelos e negativos quando 

permanecem com a coloração verde. O tubo 4 é negativo quando permanece cor-de-rosa. 

 

As análises bioquímicas confirmaram a espécie da cepa segundo as características 

identificadas na literatura (MURRAY et al., 1999). O emprego de ferramentas de 

biologia molecular, como a amplificação e seqüenciamento do 16S rRNA também 

foram empregados nesta confirmação, sendo mais precisos do que as análises 

bioquímicas implementadas. 

   1       2     3       4          5           6         7 
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4.1.1 Cultivo de Pseudomonas stutzeri em carbazol 

O crescimento da cepa Pseudomonas stutzeri ATCC 31258/INCQS 00520 em 

meio mínimo com carbazol como única fonte de carbono e nitrogênio foi confirmado 

pelo desaparecimento da turbidez do meio inicial e produção de um composto amarelo 

(ácido antranílico). O crescimento em 10mg/mL de carbazol em água com surfactante 

foi feito em suspensão, uma vez que carbazol apresenta uma reduzida solubilidade em 

água. As células em 38h de cultivo foram observadas em microscópio, confirmando a 

descrição da cepa apresentada na literatura (forma de bastonetes e com muita 

mobilidade). Estes resultados estão apresentados de forma qualitativa na Figura 4.4.  

 

 

       (b) 
 

 

(a) (c) 

Figura 4.4 Cultivo da cepa Pseudomonas stutzeri ATCC 31258/INCQS 00520 em meio com 

carbazol (10g de carbazol, 10g de Na2HPO4.12H2O, 5,5g de KH2PO4, 0,25g de MgSO4.7H2O, 

0,01g de FeSO4.7H2O em 1L de água destilada e com 200µL de Tween 20). Em (a) o resultado 

do cultivo de 3 dias em comparação com o meio túrbido original com carbazol em água com 

0,02 % de surfactante Tween 20 (b). Em (c) o aspecto das células ao microscópio óptico com 

crescimento em 38h a 30°C (1000 X) (LARENTIS, 2003). 
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4.2 Amplificação dos genes por PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase) 

 

4.2.1 Extração de DNA de alto peso molecular 

A partir de cultivo da cepa Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 em carbazol, foi 

feita a extração de DNA de alto peso molecular (genômico e de megaplasmídeos, como 

pCAR1). As soluções de DNA de alto peso molecular obtidas pelos dois métodos de 

extração (coluna comercial específica para ligação de DNA e extração com 

fenol/clorofórmio) foram analisados em gel de agarose 0,8% (Figura 4.5).  
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Figura 4.5 Gel de agarose 0,8% da solução resultante da extração de DNA de alto peso 

molecular por (a) coluna comercial para ligação específica de DNA (Kit WizardSV Genomic 

DNA Purification System, Promega) e (b) protocolo que emprega lisozima e SDS para romper a 

membrana celular, tratamento do sobrenadante com proteinase K para desnaturação de 

proteínas, extração mediante sucessivos tratamentos com solução fenol/clorofórmio e álcool 

isoamílico e precipitação de DNA de alto peso com NaCl e etanol em baixas temperaturas, 

seguida de lavagem do sal do precipitado com etanol 70% gelado. Foram aplicadas diferentes 

diluições de cada uma das extrações para definir a quantidade para PCR. 
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Os géis apresentados na Figura 4.5 mostram que ambos os métodos de extração de 

DNA de alto peso foram eficientes, permitindo a obtenção de quantidades significativas 

de DNA, sem contaminação por RNA (constatado pela presença de bandas difusas na 

parte inferior do gel de agarose). O rendimento do método de extração por 

fenol/clorofórmio foi superior, uma vez que foi empregada uma quantidade cerca de 

duas vezes maior de células neste protocolo do que na coluna comercial e a amostra kit 

1:100, equivalente a fenol 1:200, praticamente não é visualizada no gel da Figura 4.5. 

Entretanto, verificou-se a degradação do DNA resultante de outra amostra de extração 

com fenol/clorofórmio, pela presença de um rastro de bandas em gel de agarose (não 

mostrado), possivelmente por ter sido agitado em excesso.   

A reação de PCR também foi utilizada para confirmar a qualidade dos DNAs 

extraídos. A quantidade de DNA genômico de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 

determinada para amplificação dos genes do operon car por PCR foi feita de acordo 

com a metodologia descrita por SHEPHERD E LLOYD-JONES (1998), que empregou 

0,1µg/50µL de DNA molde para amplificação dos genes de Sphingomonas CB3. Para 

utilizar cerca de 50ng de DNA as reações de PCR extraído com coluna comercial e com 

protocolo empregando fenol/clorofórmio foram utilizadas quantidades equivalentes às 

bandas identificadas como kit 1:10 e fenol 1:200. A amplificação dos genes de 16S 

rRNA a partir das duas preparações foi feita com sucesso, como descrito na seção 

seguinte, confirmando a qualidade das duas amostras. 

 

4.2.2 Identificação do 16S rRNA 

Para confirmação genética da cepa empregada, foram amplificadas duas regiões 

do 16S rRNA empregando oligonucleotídeos específicos para bactérias. Os DNAs de 

Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 extraídos por coluna comercial e por protocolo com 

fenol/clorofórmio foram utilizados na amplificação do gene que codifica o 16S rRNA 

da bactéria, para confirmação da espécie. Foi empregada nas reações DNA polimerase 

de Thermus aquaticus (Taq) expressa e purificada de Escherichia coli recombinante. 

Como esperado, foram obtidos por PCR fragmentos de 400pb e de 1000pb para as os 

dois genes amplificados com os oligos 968FB e 1401RB e 27FB e 907RB, 

respectivamente (Figura 4.6).   
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Figura 4.6 Gel de agarose 1% da amplificação por PCR dos genes do 16S rRNA de 

Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 e de Gluconacetobacter diazotrophicus, usado como 

controle positivo (C+). O controle negativo (C−) da PCR foi feito empregando todas as soluções 

com exceção de DNA molde. F indicam os oligos diretos (forward) e R os reversos (reverse) e 

sua numeração indica a posição das seqüências empregadas no genoma de Escherichia coli.  

 

O fragmento de 400pb do gene que codifica o 16S rRNA amplificado por PCR foi 

eluído do gel de agarose (empregando coluna comercial) e submetido a seqüenciamento 

pelo método de terminação de cadeia. Os resultados do seqüenciamento, mostrados na 

Figura 4.7, permitiram confirmar o gênero da bactéria através da análise da seqüência 

parcial do gene que codifica o 16S do rRNA de Pseudomonas. Possíveis discrepâncias 

nos resultados apresentados na Figura 4.7 devem-se provavelmente à baixa qualidade do 

seqüenciamento destas bases.   
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Figura 4.7 Resultados do seqüenciamento do gene 16S rRNA com confirmação do gênero 

Pseudomonas.  

 

4.2.3 Amplificação dos genes de degradação de carbazol 

 

A amplificação do operon de degradação de carbazol de Pseudomonas stutzeri 

ATCC 31258 por PCR foi feita com quatro conjuntos de oligos diferentes, de acordo 

com o esquema apresentado na Figura 4.8, com adição da seqüência CACC na 

extremidade 5' dos oligos diretos, antes do códon de iniciação, para ligar os produtos de 

PCR ao plasmídeo de entrada empregando a enzima topoisomerase. Os oligos foram 

desenhados para amplificação dos genes que codificam, respectivamente, a(s) 

subunidade(s) catalítica(s) da carbazol dioxigenase (carAa), as enzimas CarB e CarC 

(carBaBb e carC) e os genes das demais subunidades da enzima CarA que se encontram  

separados no operon (carAc e carAd, além da ORF7, que, segundo SATO et al., 

(1997b), não é indispensável para a atividade enzimática).  
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carAa(1) carAa(2) carBa  carBb      carC      carAc  ORF7      carAd

CarAa1f
CACC

CarB1f
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CarC1f
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CarAacAd1f
CACC

CarAacAd2rCarAa2r

CarAa1f
CACC

CarAa2r  

 

Figura 4.8 Esquema do desenho dos oligonucleotídeos para clonagem de genes de degradação 

de carbazol de cepa Pseudomonas sp. em plasmídeo pENTR/(SD)/D-TOPO. 

 

 

A estratégia de obtenção dos genes para quatro diferentes regiões do operon car 

foi pensada para obter as enzimas clonadas em quatro diferentes plasmídeos, 

possibilitando investigar a funcionalidade das enzimas separadamente, além de evitar 

problemas de cópia pela extensão dos genes. 

A enzima DNA polimerase de Pyrococcus sp. (Pfx) foi empregada porque 

apresenta atividade exonucleásica de correção 3'-5' que permite a identificação e 

remoção de bases erroneamente incorporadas ao DNA (MAS et al., 2001). Além da 

capacidade da enzima Pfx de amplificar genes com maior probabilidade de acerto em 

comparação com Taq DNA polimerase, esta última enzima adiciona uma base A nas 

extremidades de cada gene, incompatível com o plasmídeo de clonagem empregado, o 

que não acontece com a enzima de Pyrococcus.  

Foram amplificados por PCR (Figura 4.9) fragmentos de aproximadamente 

1100pb (carAa), 1000pb (carBaBb), 900bp (carC) e 1700bp (carAcORF7carAd), de 

acordo com os tamanhos esperados pelas análises dos bancos de dados empregando 

ferramentas de bioinformática e pelas informações da literatura (SATO et al., 1997a, 

SATO et al., 1997b).  
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Figura 4.9 Gel de agarose 1% da amplificação dos genes do operon car por PCR: carAa 

(1100pb), carB (1000pb), carC (900pb) e carAcAd (1700pb). O marcador utilizado foi lamba 

DNA digerido com PstI na seqüência CTGCA�G (λPstI). O controle negativo do PCR foi feito 

empregando água no lugar de DNA molde (no gel é mostrado o resultado de C- de carAa). 

 

Os produtos de PCR foram purificados a partir de eluição das bandas extraídas de 

gel de agarose com baixo ponto de fusão (low melting), empregando extração com 

fenol/clorofórmio. As bandas eluídas foram quantificadas em gel de agarose 1% (Figura 

4.10), empregando como padrão quantidades conhecidas do vetor pBluescript, sendo 

obtido um rendimento de 5ng/µL (carAa) e 20-30ng/µL para os demais produtos de 

PCR, que foram diluídos 2X para empregar na clonagem com topoisomerase.  
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Figura 4.10 Quantificação dos produtos de PCR de carAa (1100pb), carB (1000pb), carC 

(900pb) e carAcAd (1700pb) eluídos em gel de agarose 1%.  
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4.2.4 Amplificação do operon car completo de degradação de carbazol 

 

Foram feitas inúmeras tentativas de amplificar o operon car completo, de 5,8kb, 

empregando como iniciadores específicos o oligo direto do plasmídeo 1 (CarAa1f, 

desenhado de acordo com o início do operon car, que codifica a subunidade CarAa) e o 

oligo reverso do plasmídeo 4 (CarAcAd2r, desenhado de acordo com o final do operon, 

ou seja, final do gene que codifica a subunidade CarAd).  

Foram empregadas diversas condições diferentes: enzima Pfx em tempos de 

extensão da reação de PCR até 9min, considerando que a velocidade de adição de bases 

por Taq DNA polimerase é de 1min/kb, concentração de oligonucleotídeos e 

concentrações de Mg (curva de magnésio com 0,25mM a 2,0mM), nenhuma delas bem 

sucedidas na amplificação do operon car por completo. O mesmo ocorreu com teste 

empregando mistura de Pfx com Taq (WESTFALL et al.,1995), aliando-se a alta 

fidelidade da primeira e a capacidade de não adicionar uma base A nas extremidades do 

gene, com a maior rapidez de cópia da segunda, procurando evitar que a enzima parasse 

de funcionar antes de completar a cópia do operon de 6kb. Essa foi possivelmente a 

causa de a reação não ter sido bem sucedida, apesar da literatura indicar que a enzima 

de Pyrococcus sp. é capaz de amplificar DNAs com até 12kb com alta fidelidade 

(WESTFALL et al., 1999). Uma alternativa é o emprego de enzimas comerciais capazes 

de amplificar genes longos, como ELONGASE™ (WESTFALL et al.,1995), composta 

de mistura de DNA polimerases de Taq e de diferentes espécies de Pyrococcus com 

tampões adequados para permitir a cópia de genes com até 30kb, mas que geralmente 

apresentam menor fidelidade.  

 

4.3 Clonagem 

 

Os genes do operon amplificados por PCR foram eluídos segundo os 

procedimentos descritos e ligados aos vetores de entrada (pENTR/D-TOPO 

pENTR/SD/D-TOPO) com sítios para enzima topoisomerase e clonados por 

recombinação sítio-específica empregando os vetores comerciais GATEWAY
TM.  
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4.3.1 Clonagem com cauda de histidina 

Inicialmente, o produto de PCR de 1082pb correspondente ao gene carBaBb do 

operon car foi ligado ao vetor de entrada pENTR/D-TOPO, de 2580bp (Invitrogen), 

pelos sítios de reconhecimento da enzima topoisomerase, com auxílio da seqüência 

coesiva GTGG para ligação do produto de PCR contendo a seqüência complementar 

CACC adicionada ao oligo direto (HEYMAN et al., 1999). Este vetor contém gene de 

resistência à canamicina e apresenta também os sítios de attL1 e attL2 (de 100bp), para 

produzir o plasmídeo de expressão empregando a técnica de recombinação sítio-

específica pelo sistema enzimático LR Clonase (Invitrogen) com o plasmídeo 

pDEST17 (6354bp, Invitrogen) que contém os sítios attR1 e attR2 (de 125bp cada), 

além do promotor T7, gene para resistência a ampicilina e cauda de histidina 6xHis, 

para facilitar a purificação da proteína em coluna de Ni. Além da seleção por 

antibiótico, a reação forma como sub-produto um vetor que contém um gene marcador 

(ccdB), que codifica uma proteína tóxica à célula, inibindo seu crescimento. Na Figura 

4.11 estão esquematizados os plasmídeos e a reação de recombinação sítio-específica. 

 

 
Figura 4.11 Estratégia de clonagem do gene CarB com cauda de histidina empregando as 

enzimas de recombinação sítio-específica e topoisomerase (LARENTIS et al., 2005a). 
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As duas etapas de clonagem foram confirmadas por PCR de 12 colônias 

selecionadas e por digestão com enzimas de restrição para identificação dos tamanhos 

dos plasmídeos extraídos das células de Escherichia coli recombinantes pela técnica de 

lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Os resultados de confirmação da obtenção do 

vetor de entrada com topoisomerase são mostrados na Figura 4.12. Como pode ser 

verificado no gel de agarose, das 12 colônias selecionadas, 8 foram confirmadas 

positivas para  a ligação do gene carBaBb ao vetor de clonagem, pelas duas técnicas 

empregadas (Clones 2, 3, 4, 5, 6, 7). A confirmação dos clones foi feita pela 

amplificação das bandas de 1082pb por PCR empregando oligos específicos do gene 

carBaBb (Figura 4.Ra) e pela linearização dos plasmídeos com a enzima de restrição 

NotI (GC�GGCCGC) na posição 673 do vetor pENTR/D-TOPO, produzindo uma 

banda de 3600pb em gel de agarose, como indicado na Figura 4.12 (b).  
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Figura 4.12 Confirmação dos clones 2-7 de pENTR/D-TOPO + carBaBb por (a) PCR de 

colônia (amplificação de fragmento com 1000pb) e (b) digestão com a enzima Not I (inserto de 

~3600pb) em gel de agarose 1% (LARENTIS et al., 2003c). 

 

Pela análise dos resultados de PCR e digestão plasmidial, mostrados na Figura 

4.12, pode-se inferir que os clones 9 e 11 contêm o plasmídeo pENTR/D-TOPO com o 

inserto do gene carBaBb, uma vez que apresentam uma banda em torno de 1000pb e 

também uma banda de cerca de 3600pb pela digestão com NotI. Entretanto, a digestão 
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produziu outras bandas além da única esperada para os clones positivos, indicando que 

pode ter ocorrido contaminação, ligação errônea, inserção de mais de um tipo de 

plasmídeo na eletroporação desta colônia. Ainda no caso do clone 9, além da banda de 

3600pb, há o aparecimento de uma banda de cerca de 2600pb, podendo indicar 

transformação da colônia concomitante com plasmídeo pENTR/D-TOPO com e sem o 

inserto, respectivamente. No caso dos clones 1, 8, 10 e 12, que não foram positivos por 

PCR com iniciadores específicos para carBaBb e não apresentaram banda de cerca de 

3600pb na digestão, estas colônias podem ter recebido o plasmídeo  pENTR/D-TOPO 

vazio.   

O clone positivo pENTR/D-TOPO + carBaBb (5) foi empregado na 

recombinação sítio-específica para obtenção do vetor de expressão da enzima CarB. 

Novamente 12 colônias foram selecionadas por ampicilina e confirmadas por PCR e por 

digestão dos plasmídeos extraídos pela mesma técnica que na etapa anterior. Os 

resultados são mostrados na Figura 4.13.  
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Figura 4.13 Confirmação dos clones de pDEST17 + carBaBb por (a) PCR de colônia 

(amplificação de fragmento com cerca de 1000pb) e (b) digestão com a enzima PstI (fragmentos 

de 3,6kb e 2,2kb) em gel de agarose 1% com marcador de tamanho λHindIII (LARENTIS et al., 

2003c). 
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Nesta etapa, a confirmação dos clones pela amplificação das bandas de 1082pb 

por PCR (Figura 4.13a) e pela linearização dos vetores de expressão com a 

endonuclease de restrição PstI (CTGCA�G). O sítio desta enzima de restrição é 

encontrado na posição 3116, no gene de resistência à ampicilina do vetor pDEST17, 

assim como na posição 181 do gene carBaBb. A confirmação da obtenção do vetor de 

expressão contendo o gene desejado corretamente inserido foi feita pelo aparecimento 

de duas bandas (cujos tamanhos foram calculados como 3604pb e 2215pb) em gel de 

agarose da digestão com PstI (Figura 4.13b). A análise dos clones produzidos por 

recombinação sítio-específica, com 100% de confirmação por PCR e digestão 

plasmidial, em comparação com os vetores produzidos pela ligação com topoisomerase, 

alguns com ligação errônea ou sem a ocorrência da ligação do gene carBaBb, confirma 

alta especificidade da reação das enzimas recombinases, como indicado na literatura 

(HARTLEY et al., 2000, LARENTIS et al., 2005a). 

 

4.3.2 Clonagem das enzimas na forma nativa 

O vetor de entrada pENTR/SD/D-TOPO de 2601bp (Invitrogen) foi utilizado 

para a clonagem de enzimas na forma nativa, permitindo a ligação dos produtos de PCR 

na posição correta (in frame) empregando a enzima topoisomerase, de forma similar ao 

plasmídeo para clonagem com cauda de histidina. Os mesmos sítios, attL e attR, 

presentes no vetor de entrada e no plasmídeo de destino com resistência à ampicilina 

pDEST14 (Invitrogen), respectivamente, participam da reação de recombinação sítio-

específica. como mostrado no esquema de reação da Figura 4.14.  
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Figura 4.14 Estratégia de clonagem dos genes do operon car empregando topoisomerase e 

recombinação sítio-específica (LARENTIS et al., 2004c). 

 

As colônias transformantes foram analisadas por PCR (Figura 4.15), digestão com 

enzimas de restrição para identificação dos tamanhos dos plasmídeos (Figura 4.16) e 

por seqüenciamento. Em média, de cada 5 colônias selecionadas para cada um dos 

genes ligado ao vetor pENTR/SD/D-TOPO, uma foi confirmada positiva: para carAa 

foram confirmados 3 clones (obtenção de banda de 1100pb por PCR e de bandas 

inespecíficas nos clones negativos) e um clone positivo para carB (os resultados de PCR 

foram inconclusos, pois todos os clones, mesmo negativos por digestão, apresentaram 

banda de 1000pb), para carC (banda de 900pb por PCR) e para carAcAd (banda de 

1700pb). 
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Figura 4.15 Resultados de análise de PCR empregando como molde o DNA extraído de 5 

colônias transformantes de cada um dos genes clonados no plasmídeo pENTR/SD/D-TOPO: 

carAa (a), carB (b), carC (c) e carAcAd (d). O controle positivo (C+) das reações de PCR foi 

feito empregando aproximadamente 50ng de DNA de alto peso molecular de Pseudomonas 

stutzeri ATCC 31258 e iniciadores específicos para cada gene. O controle negativo (C−) do 

PCR foi feito empregando água no lugar de DNA molde (LARENTIS et al., 2004a). 

 

Pelos resultados de digestão mostrados na Figura 4.16, confirmou-se a obtenção 

dos plasmídeos de entrada. A enzima EcoRV, que reconhece o sítio GAT�ATC, foi 

empregada na clivagem da posição 839 do plasmídeo pENTR/SD/D-TOPO para 

carAa, carB e carC. Para o gene carAa (1155pb), o sítio da enzima EcoRV também está 

presente na posição 781, confirmando-se a obtenção de duas bandas: 3253 e 503pb; o 

plasmídeo positivo para carB (1082pb) foi confirmado pela digestão com XhoI no sítio 

C�TCGAG da posição 133 do gene (obtenção das bandas 2605pb e 1078pb); e para 

carC pela clivagem de AGG�CCT de StuI na posição 420 do gene carC de 873pb, 

confirmando-se a linearização do plasmídeo (3474pb) por esta enzima (com digestão 

parcial, como se verifica na Figura 4.16c) e por EcoRV. O plasmídeo pENTR/SD + 

carAcAd foi confirmado pela digestão com NotI nos sítios GC�GGCCGC, presentes nas 
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posições 655 do gene carAd (equivalente à posição 1297 do fragmento de 1666pb 

correspondente à carAcORF7Ad) e 673 do plasmídeo, obtendo-se duas bandas: 2894pb 

e 1373pb. 
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Figura 4.16 Géis de agarose 1% com as digestões dos plasmídeos pENTR/SD/D-TOPO 

ligados aos genes (a) carAa, (b) carB, (c) carC e (d) carAcAd, em comparação com os 

plasmídeos não digeridos. As bandas geradas nas digestões com as enzimas indicadas em cada 

gel foram confirmadas empregando λPstI como marcador de tamanho (LARENTIS et al., 

2004c). 
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As seqüências dos plasmídeos pENTR/SD/D-TOPO clonados com os genes do 

operon car, confirmados por PCR, por digestão e submetidos ao seqüenciamento, foram 

analisadas por alinhamento local (BLAST), indicando 98% de identidade com os genes 

de degradação de carbazol das bactérias Pseudomonas stutzeri OM1 (OUCHIYAMA et 

al., 1998) e Pseudomonas resinovorans CA10 (SATO et al., 1997a, SATO et al., 

1997b), depositadas no GenBank (Figura 4.17).   

 
 

 
                                                                 Score    E 
Sequences producing significant alignments:                      (bits) Value 
 
gi|3293057|dbj|AB001723.1|  Pseudomonas stutzeri carbazole c...   900   0.0    
gi|26106080|dbj|AB088420.1|  Pseudomonas resinovorans plasmi...   894   0.0    
gi|2317677|dbj|D89064.1|  Pseudomonas sp. gene for carbazole...   894   0.0    
gi|13094152|dbj|AB047548.1|  Pseudomonas resinovorans strain...   894   0.0    
gi|28201193|dbj|AB095952.1|  Janthinobacterium sp. J3 car op...   763   0.0    
gi|28201182|dbj|AB094786.1|  Pseudomonas sp. K23 car operon ...   235   9e-59  
gi|29373934|gb|AY219701.1|  Cloning vector pAZ1, complete se...   177   2e-41  
gi|15982218|emb|AJ311874.1|CVE311874  Cloning vector pHELLSGATE   177   2e-41  
gi|42557811|emb|AJ430834.1|CVP430834  Cloning vector pTarg1       171   1e-39  
gi|29415162|gb|AY150268.1|  CRIM plasmid pSK67, complete seq...   144   1e-31  
 

Alignments 

 

 
>gi|3293057|dbj|AB001723.1|   Pseudomonas stutzeri carbazole 
catabolic genes, complete cds,clone:pSB185 
 
          Length = 6880 
 
 Score =  900 bits (468), Expect = 0.0 
 Identities = 492/499 (98%), Gaps = 2/499 (0%) 
 Strand = Plus / Minus 
 
                                                                         
Query: 136  ctttcagcccgaaacgtgcgcttgggtctgaataccctgatagtgttcgctcgccagctt 195 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 
Sbjct: 2994 ctttcagcccgaaacgtgcgcttgggtctgaataccctgattgtgttcgctcgccagctt 2935 
                                                                         
Query: 196  gcgccatgccacgatagcctcgtccacctcgaacaaaatctcgttgacccagcctttatc 255 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2934 gcgccatgccacgatagcctcgtccacctcgaacaaaatctcgttgacccagcctttatc 2875 
                                                                         
Query: 256  atcggcgtagaaatccaccatagcttcgcgagcccagatgtcatcgttgtggaatccttc 315 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 
Sbjct: 2874 atcggcgtagaaatccaccatagcttcgcgagcccagatgtcatcgttgttgaatccttc 2815 
                                                                         
Query: 316  gagcgccatcggtttccacttgctttcgaactcttgtgcgtaattcttccgttcctcgtc 375 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2814 gagcgccatcggtttccacttgctttcgaactcttgttcgtaattcttccgttcctcgtc 2755 
                                                                         
Query: 376  attggcacatcgtttgccaagagtttggaagtaatagtgtgtgttttcgtcaatcggcac 435 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2754 attggcacatcgtttgccaagagtttggaagtaatagtgtgtgttttcgtcaatcggcac 2695 
                                                                         
Query: 436  gtaccactcgaactgcatcatgtccggattggggaacggattgaccttgagaacacccgg 495 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2694 gtaccactcgaactgcatcatgtccggattggggaacggattgaccttgagaacacccgg 2635 
                                                                         
Query: 496  gagccaaatggagatatcgttcgctacaattttttcgccgtaggcaccttcgcggaacaa 555 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||  
Sbjct: 2634 gagccaaatggagatatcgttcgctacaattttttcgccgtaggcaccttcgcggaccac 2575 
                                                                         
Query: 556  ttcg-ccccgatagttccctc-aacactgggaccccatgttcgccaataagatcgtaaac 613 
            |||| |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2574 ttcgcccccgatagttccctcaaacactgggaccccatgttcgccaataagatcgtaaac 2515 
                                
Query: 614  acccttgcgtccgacgacg 632 
            ||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2514 acccttgcgtccgacgacg 2496 

 

 

 
>gi|2317677|dbj|D89064.1|   Pseudomonas sp. gene for carbazole 1,9a-
dioxygenase, meta-cleavage enzyme, meta-cleavage compound hydrolase, 
complete cds 
          Length = 6881 
 
 Score =  894 bits (465), Expect = 0.0 
 Identities = 491/499 (98%), Gaps = 2/499 (0%) 
 Strand = Plus / Minus 
 
                                                                         
Query: 136  ctttcagcccgaaacgtgcgcttgggtctgaataccctgatagtgttcgctcgccagctt 195 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 
Sbjct: 2995 ctttcagcccgaaacgtgcgcttgggtctgaataccctgattgtgttcgctcgccagctt 2936 
                                                                         
Query: 196  gcgccatgccacgatagcctcgtccacctcgaacaaaatctcgttgacccagcctttatc 255 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2935 gcgccatgccacgatagcctcgtccacctcgaacaaaatctcgttgacccagcctttatc 2876 
                                                                         
Query: 256  atcggcgtagaaatccaccatagcttcgcgagcccagatgtcatcgttgtggaatccttc 315 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 
Sbjct: 2875 atcggcgtagaaatccaccatagcttcgcgagcccagatgtcatcgttgttgaatccttc 2816 
                                                                         
Query: 316  gagcgccatcggtttccacttgctttcgaactcttgtgcgtaattcttccgttcctcgtc 375 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2815 gagcgccatcggtttccacttgctttcgaactcttgttcgtaattcttccgttcctcgtc 2756 
                                                                         
Query: 376  attggcacatcgtttgccaagagtttggaagtaatagtgtgtgttttcgtcaatcggcac 435 
            |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2755 attggcacatggtttgccaagagtttggaagtaatagtgtgtgttttcgtcaatcggcac 2696 
                                                                         
Query: 436  gtaccactcgaactgcatcatgtccggattggggaacggattgaccttgagaacacccgg 495 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2695 gtaccactcgaactgcatcatgtccggattggggaacggattgaccttgagaacacccgg 2636 
                                                                         
Query: 496  gagccaaatggagatatcgttcgctacaattttttcgccgtaggcaccttcgcggaacaa 555 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||  
Sbjct: 2635 gagccaaatggagatatcgttcgctacaattttttcgccgtaggcaccttcgcggaccac 2576 
                                                                         
Query: 556  ttcg-ccccgatagttccctc-aacactgggaccccatgttcgccaataagatcgtaaac 613 
            |||| |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2575 ttcgcccccgatagttccctcaaacactgggaccccatgttcgccaataagatcgtaaac 2516 
                                
Query: 614  acccttgcgtccgacgacg 632 
            ||||||||||||||||||| 
Sbjct: 2515 acccttgcgtccgacgacg 2497 

 

 

Figura 4.17 Resultado do seqüenciamento de plasmídeo pENTR/SD/D-TOPO com genes car. 

 

Os clones positivos de entrada foram empregados na recombinação sítio-

específica para obtenção do vetor de expressão de cada umas das enzimas. Foram 

selecionadas 5 colônias por ampicilina, todas positivas pela análise de PCR, sendo 

amplificados fragmentos com os mesmos tamanhos descritos anteriormente. Os 

resultados de PCR empregando as colônias como molde são mostrados na Figura 4.18. 
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Figura 4.18 Resultados de análise de PCR empregando como molde o DNA extraído de 5 

colônias transformantes (todas positivas) de cada um dos genes clonados no plasmídeo 

pDEST14: carAa (1100pb), carB (1000pb), carC (900pb) e carAcAd (1700pb). O controle 

positivo (C+) das reações de PCR foi feito empregando aproximadamente DNA de alto peso 

molecular de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 e oligos  específicos para cada gene e o 

controle negativo (C−) empregando água no lugar de DNA molde (LARENTIS et al., 2004a). 

 

Os vetores obtidos também foram analisados por digestão, obtendo-se plasmídeos 

de expressão de 6kb (com sítios attB de 25bp), indicando a alta especificidade da reação 

das enzimas recombinases. Os resultados de digestão são mostrados na Figura 4.19, 

confirmando os tamanhos calculados para os plasmídeos. O sítio de PstI (CTGCA�G), 

presente na posição 3184 de pDEST14, assim como sítio de HindIII (A�AGCTT) da 

posição 2397 foram empregados na confirmação por digestão. Foram confirmados os 

tamanhos de 5840pb para pDEST14 + carAa; as bandas 3552pb e 2215pb para o 

vetor de destino de carB digerido com PstI no plasmídeo e na posição 181 do gene; a 

digestão de carC com StuI na posição 420 do gene e com HindIII no vetor de destino, 

obtendo-se as bandas 4578pb e 980pb; e bandas 5634pb e 717pb pela digestão de 

carAcAd com HindIII em pDEST14 e na posição 1476 do gene. 
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Figura 4.19 Géis de agarose 1% com digestões de pDEST14 ligados aos genes (a) carAa,  

(b) carBaB, (c) carC e (d) carAcAd em comparação com os plasmídeos não digeridos. λPstI foi 

empregado como marcador de tamanho para identificação das bandas geradas nas digestões 

(indicadas por flechas). Foram empregadas enzimas (indicadas em cada gel) para produção de 

duas bandas: uma restrição no gene e outra no plasmídeo (LARENTIS et al., 2004c).  
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4.4 Expressão 

 

Dentre os vários sistemas de superexpressão disponíveis para produção de 

proteínas recombinantes, a bactéria Gram-negativa Escherichia coli é um dos mais 

utilizados, inclusive em escala comercial, devido a sua não patogenicidade e habilidade 

de crescer rapidamente em altas concentrações celulares utilizando substratos baratos, 

de sua genética ser bem conhecida e de haver disponibilidade (em expansão) de muitos 

vetores de clonagem e cepas mutantes (BHANDARI E GOWRISHANKAR, 1997, 

BANEYX, 1999).  

 

4.4.1 Indução de Escherichia coli DH10B com IPTG 

 

Testes preliminares de expressão de CarB foram feitos empregando a cepa 

Escherichia coli DH10B, após indução com IPTG. A expressão das enzimas 

recombinantes nestas condições não foi verificada ou ocorreu em níveis muito baixos 

(dados não mostrados). Isto ocorreu possivelmente pelo emprego da cepa DH10B, que é 

própria para manutenção de DNAs heterólogos e para emprego em procedimentos de 

clonagem, mas não para expressão de proteínas (não é deficiente em proteases, por 

exemplo).  

Após os testes preliminares negativos de indução com IPTG, os plasmídeos 

recombinantes foram empregados na transformação da cepa Escherichia coli BL21-SI, 

própria para expressão heteróloga de proteínas. 

 

4.4.2 Indução de Escherichia coli BL21-SI com NaCl 

 

As enzimas clonadas foram superexpressas em Escherichia coli BL21-SI, que 

emprega NaCl como indutor para superexpressão de proteínas em Escherichia coli, e é 

deficiente em proteases, para minimizar a degradação de proteínas heterólogas. Nesta 

cepa, derivada da GJ1158, desenvolvida por BHANDARI E GOWRISHANKAR 

(1997), a síntese da RNA polimerase do bacteriófago T7 (T7 RNAP) é controlada pelo 
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promotor  proU de Escherichia coli, induzido osmoticamente e que está associado a um 

aumento da proporção de proteínas superexpressas na fração solúvel, pela significativa 

redução da formação de corpos de inclusão.  

A confirmação da expressão das proteínas foi obtida pela constatação do 

aparecimento das bandas correspondentes ao tamanho esperados de cada uma das 

proteínas em gel SDS-PAGE 18% (Figura 4.20): para CarAa, uma banda de 42kDa, 

para CarAd e CarAc, bandas de 36 e 12kDa, respectivamente; duas bandas de 29 e 

10kDa, correspondentes CarBb e CarBa, respectivamente e uma banda de 30kDa 

significativamente enriquecida no extrato celular total de CarC. Os resultados de 

expressão (LARENTIS et al., 2004d, LARENTIS et al., 2004e, LARENTIS et al., 

2005b) mostraram o enriquecimento das proteínas de degradação de carbazol nos 

extratos celulares empregando sistema de clonagem por recombinação sítio-específica e 

células induzidas por NaCl, em níveis de expressão similares aos obtidos por sistemas 

de clonagem bem estabelecidos, como os vetores pUC (SATO et al., 1997a, SATO et 

al., 1997b, IWATA et al., 2003, NOJIRI et al., 2003), pET (RIDDLE et al., 2003b, 

HABE et al., 2003), induzidos por IPTG.  
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Figura 4.20 Gel SDS-PAGE 18% com 20µg de proteína total de extrato celular obtido por 

sonicação das induções de Escherichia coli BL21-SI recombinantes com 0,3M de NaCl, em 

A600nm=0,8 e 37°C (LARENTIS et al., 2004d). A expressão de CarAa, CarAcAd, CarC e CarB 

foram feitas de forma nativa com plasmídeo pDEST14 e CarB (6His) em vetor pDEST17. 

A cepa BL21-SI sem plasmídeo foi usada como controle negativo. O padrão de peso molecular 

empregado foi LMW (Amersham Bioscience). 
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Verificou-se expressão em maiores níveis para a maior subunidade da  

2’-aminobifenil-2,3-diol 1,2-dioxigenase (CarBb, de 29kDa) em comparação com 

CarBa (de 10kDa), principalmente para a expressão em vetor de forma nativa. A 

expressão  de CarB com cauda de histidina apresentou níveis similares aos do vetor sem 

proteína de fusão, com um aumento na indução de CarBa, possivelmente porque a 

cauda 6His foi adicionada a esta componente. Resultados similares de expressão de 

CarB de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 foram verificados para a enzima de meta-

clivagem de Pseudomonas resinovorans CA10 (IWATA et al., 2003) e Pseudomonas 

sp. LD2 (GIBBS et al., 2003). A enzima CarB de Sphingomonas sp. GTN11, cepa 

isolada por KILBANE II et al. (2002), foi clonada com atividade no hospedeiro 

termofílico Thermus thermophilus, embora possivelmente os resultados de expressão 

ainda não sejam satisfatórios, uma vez que não são apresentados na publicação. De 

qualquer forma, os resultados são promissores, mostrando que é possível expressar 

enzimas mesofílicas, multicomponentes, dependente de cofatores em hospedeiros 

termofílicos, apresentando atividade em temperaturas mais altas (PARK et al., 2004).   

O significativo enriquecimento de CarC foi verificado nas expressões da hidrolase 

de Pseudomonas resinovorans CA10 (SATO et al., 1997a, NOJIRI et al., 2003), 

Pseudomonas sp. LD2 (RIDDLE et al., 2003b). Segundo os resultados de purificação de 

CarC de CA10 e Janthinobacterium sp. cepa J3, cerca de 20mg da enzima foi obtida em 

200 mL de cultivo, sem alterar a atividade com cauda de histidina (HABE et al., 2003). 

A enzima carbazol 1,9a-dioxigenase, formada por três subunidades (CarAa, CarAc 

e CarAd), foi expressa em dois vetores pDEST14 separados, um deles contendo o 

gene carAa e outro os genes carAc e carAd, além da ORF7, que não é essencial para a 

atividade catalítica, segundo resultados de SATO et al. (1997a). Os resultados de 

expressão de CarA recombinante da Pseudomonas resinovorans CA10 induzida com 

IPTG são os únicos descritos na literatura e os níveis de expressão de CarAa (maior 

subunidade, com 42kDa) e CarAc (menor subunidade, com 12kDa) da cepa CA10 são 

superiores aos da componente intermediária, CarAd, de 36kDa (SATO et al., 1997a). 

Um perfil similar foi obtido para a enzima recombinante de Pseudomonas stutzeri 

induzida por sal em Escherichia coli BL21-SI: enquanto as bandas de CarAa e CarAc 

foram facilmente identificadas em gel de SDS-PAGE (Figura 4.20) pelo aumento da 

expressão protéica nos tamanhos esperados das proteínas, a expressão de CarAd nesta 

condição foi muito baixa, dificultando inclusive sua confirmação. Para melhorar os 



 114

níveis de expressão e estudar os efeitos de algumas variáveis sobre este sistema, foi 

empregado um planejamento fatorial a dois níveis.   

 

4.4.3 Otimização da expressão de CarAa e CarAcAd 

 

A influência de algumas variáveis importantes na indução com sal das 

componentes da carbazol dioxigenase (CarAa, CarAc, CarAd) foi analisada 

empregando planejamento experimental a dois níveis (BOX E DRAPER, 1987), 

buscando a otimização da expressão destas proteínas (LARENTIS et al., 2005c). Os 

níveis de algumas variáveis de expressão das proteínas recombinantes da rota de 

degradação de carbazol de Pseudomonas sp. em Escherichia coli foram selecionadas a 

partir de resultados apresentados na literatura (SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b, 

OUCHIYAMA et al., 1998, NAM et al., 2002b, RIDDLE et al., 2003b).  

As proteínas CarAa, CarAc e CarAd foram expressas em Escherichia coli 

BL21-SI, mediante indução com sal em diferentes condições de concentração celular 

(A600), temperatura (T) e tempo (t). A partir da análise dos géis de SDS-PAGE foi 

possível identificar bandas mais fortes em comparação com as amostras não induzidas 

abaixo do marcador de 45 kDa (CarAa e CarAd) e o aparecimento de uma banda abaixo 

de 14kDa (CarAc e ORF7), compatíveis com os tamanhos esperados para cada uma das 

proteínas (Figura 4.21). 
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Figura 4.21 Géis de SDS-PAGE 18% com 20µg de proteína total (coradas com Coomassie 

brilliant blue R-250) em cada amostra de indução de BL21-SI contendo plasmídeos 

recombinantes pDEST14 para expressão das proteínas CarAa, CarAc e CarAd em diferentes 

condições de concentração celular, temperatura e tempo. A cepa BL21-SI sem plasmídeo foi 

usada como controle negativo. LMW (Amersham Bioscience) foi empregado como padrão de 

peso molecular de proteínas (LARENTIS et al., 2005c). 
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As áreas das bandas de indução de 42kDa (CarAa) e de 36kDa e 12kDa, 

correspondentes a CarAd e CarAc, foram computadas e analisadas estatisticamente nas 

diferentes condições dos géis mostrados na Figura 4.21. Foi verificado que cada uma das 

proteínas apresenta uma resposta diferente para cada uma das variáveis analisadas. As 

áreas das bandas calculadas por densitometria em cada condição de indução estão 

apresentadas na Tabela 4.2.  

 

Tabela 4.2 Áreas das bandas de expressão das proteínas CarAa, CarAc e CarAd em diferentes 

condições de concentração celular, temperatura e tempo na indução com 0,3M de NaCl, 

calculadas em relação à condição padrão (A600=0,5 , T=37°C e t= 4h). 

Condição A600 T t CarAa CarAc CarAd 

A=0,8 
T=37°C 

t= 4h 
1,0 1,0 -1,0 107,2 171,1 9,0 

A=0,8 
T=37°C  
t=24h 

1,0 1,0 1,0 19,6 202,2 0,0 

A=0,5 
T=37°C 

t= 4h 
-1,0 1,0 -1,0 100,0 100,0 100,0 

A=0,5 
T=37°C  
t=24h 

-1,0 1,0 1,0 116,0 25,3 47,8 

A=0,8 
T=30°C 

t= 4h 
1,0 -1,0 -1,0 112,2 56,1 151,8 

A=0,8 
T=30°C 
t=24h 

1,0 -1,0 1,0 163,2 84,0 69,9 

A=0,5 
T=30°C 

t= 4h 
-1,0 -1,0 -1,0 101,8 23,2 83,1 

A=0,5 
T=30°C 
t=24h 

-1,0 -1,0 1,0 255,7 149,5 42,5 

 

Para as proteínas CarAa e CarAd foi possível identificar as variáveis com maior 

influência a partir dos resultados do planejamento experimental realizado e foi possível 

propor um modelo empírico para a expressão destas proteínas. Para CarAc as variáveis 

analisadas não foram estatisticamente significativas, uma vez que os valores dos desvios 



 117

padrão obtidos foram maiores do que os valores dos parâmetros, invalidando assim o 

modelo matemático proposto. Os modelos empíricos obtidos, em função da 

concentração celular (A600), temperatura (T) e tempo (t), para a expressão de CarAa e 

CarAd (em termos de área relativa à condição padrão) foram, respectivamente: 

 

Expressão CarAa = 121,94 – 21,43 A600 – 36,26 T + 16,65 t + –25,81 A600.t – 34,55 T.t 

Desvio padrão dos parâmetros: 0,63 
(4.1) 

 

Expressão CarAc = 101.4 + 53.9 A600 + 46.5 T + 27.7 t + 70.1 A600.T + 1.8 A600.t – 49.4 T.t 

Desvio padrão dos parâmetros: 51,1 
(4.2) 

 

Expressão CarAd = 63,0 – 23,8 T – 23,0 t – 29,4 A600.T 

Desvio padrão dos parâmetros: 7,1 
(4.3) 

 

A análise do modelo apresentado na Equação 4.1 indica que a temperatura e a 

combinação da temperatura e tempo foram as variáveis com efeito mais significativo 

sobre a expressão de CarAa, seguidos da concentração celular e sua interação com o 

tempo de indução. T e A600 na indução apresentaram efeitos inversos, ou seja, maiores 

níveis de expressão de CarAa podem ser obtidos em menores temperaturas e 

concentrações celulares, enquanto para maiores tempos de indução os níveis de resposta 

são maiores.  

A expressão de CarAd apresentou influência estatisticamente significativa da 

interação entre a concentração celular e a temperatura de indução, da temperatura e do 

tempo, todos com efeitos inversos sobre a expressão de CarAd. A redução na expressão 

da proteína em todas as condições de 24h em comparação com tempos de 4h pode 

indicar um efeito de degradação da mesma. É interessante verificar que, de forma 

diferente de CarAa, para maiores concentrações celulares na indução com sal, o modelo 

indica maiores níveis de expressão desta proteína, em efeito conjugado com a 

temperatura. Este comportamento pode estar associado com alguma toxicidade da 

proteína heteróloga à célula.  

Embora o modelo obtido para a expressão de CarAc não tenha sido 

estatisticamente validado, pode ser verificado que os efeitos das variáveis analisadas são 

opostos à expressão de CarAd: maiores concentrações celulares, temperatura e tempo 
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parecem aumentar a expressão de CarAc. O único efeito inverso é o sinergismo entre 

temperatura e tempo.    

A partir da análise da influência da concentração celular, temperatura e tempo 

sobre a expressão das subunidades CarAa, CarAc e CarAd da carbazol 1,9a-dioxigenase 

e dos modelos obtidos pode-se buscar a otimização da expressão destas proteínas 

(LARENTIS et al., 2005c). O modelo apresentado na Equação 4.1 indica que a indução 

de CarAa em A600nm em torno de 0,35 e temperatura de 25°C, por 24h, deve provocar um 

aumento de 400% na expressão desta proteína em comparação com as condições padrão, 

de acordo com os cálculos apresentados na Tabela 4.3.  

 

Tabela 4.3 Resposta do modelo de expressão de CarAa da Equação 4.1 obtida nas melhores 

condições de concentração celular, temperatura e tempo, calculadas em relação à área da 

condição padrão (A600=0,5 , T=37°C e t= 4h). 

Variável A600 T t Resposta do  modelo de 
expressão de CarAa  

Valor 
normalizado 

(adimensional) 
-2,0 -2,45 1,0 406,7 

Valor  
da variável 

 
0,35 25°C 24h  

 

 

O experimento de otimização na expressão de CarAa, calculado segundo a Tabela 

4.3, confirmou a análise proposta pela Equação 4.1, como indicado na Figura 4.22 

(LARENTIS et al., 2005c).  
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Figura 4.22 SDS-PAGE 18% com 20µg de proteína total em cada amostra de expressão de 

CarAa em Escherichia coli BL21-SI contendo o plasmídeo recombinante pDEST14 na 

condição otimizada de concentração celular (A600=0,35), temperatura (T=37°C) e tempo (t= 4h). 

Além da amostra de extrato total, foram analizadas as frações solúvel e insolúvel (corpos de 

inclusão). As proteínas foram coradas com Coomassie brilliant blue R-250 e identificadas pelo 

padrão de peso molecular LMW (Amersham Bioscience). 

 

O extrato celular de CarAa obtido nas condições otimizadas foi também separado 

nas frações solúvel e insolúvel. Os resultados (apresentados na Figura 4.22) indicam 

que, mesmo empregando indução com sal através da cepa Escherichia coli BL21-SI 

(BHANDARI E GOWRISHANKAR, 1997) e em temperaturas mais baixas (25 ou 

30°C), geralmente empregadas para reduzir a formação de proteínas insolúveis em 

corpos de inclusão (NAM et al., 2002b, RIDDLE et al., 2003b), nesta condição a maior 

parte da proteína CarAa recombinante foi expressa em forma insolúvel. A formação de 

corpos de inclusão pode ter apresentado resultados diferentes nas condições testadas no 

planejamento experimental a dois níveis de concentração celular, temperatura e tempo 

na indução com sal e pode ser incluída como uma das variáveis a serem otimizadas 

juntamente com a expressão em extrato total. 

Para CarAd, na mesma condição de temperatura de 25°C, mas em A600nm em torno 

de 1,0, o modelo apresentado na Equação 4.3 indica um aumento de 300% na expressão 

desta proteína em 4h de indução, em comparação com a condição padrão de A600nm=0,5, 

T=37°C e t= 4h. Entretanto, como o gene carAc está presente no mesmo plasmídeo que 

CarAa 
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carAd, e a expressão de CarAc apresenta comportamento inverso à indução de CarAd, 

como indicado na Equação 4.2, CarAc não foi expressa na condição de otimização 

proposta para CarAd (dados não mostrados). Desta forma, foi concluído que a melhor 

condição de expressão resultante para as duas proteínas é a padrão (A600nm=0,5, T=37°C 

e t= 4h).  

 

4.4.4 Purificação da enzima expressa com cauda de histidina 

 

Uma das vantagens do sistema de clonagem de recombinação sítio-específica é 

poder utilizar vários vetores de expressão (HARTLEY et al., 2000), de  acordo com a 

conveniência: plasmídeos para expressão das proteínas na forma nativa, plasmídeos com 

seqüências que facilitam a purificação em colunas de afinidade ou anticorpos 

específicos, que são transcritas fusionadas ao gene de interesse (como caudas 6xHis e 

GST), emprego de promotor T7, plasmídeos para expressão em Escherichia coli ou em 

diferentes hospedeiros. O inconveniente das estratégias que empregam proteínas de 

fusão é a produção da proteína desejada com alguns aminoácidos adicionados, o que 

pode interferir em sua atividade e exigir uma etapa de clivagem das seqüências. No caso 

das componentes da cadeia de transporte de CarA para degradação de carbazol, a adição 

de cauda de seis histidinas à expressão de CarAc e CarAd não inativou as proteínas 

(NAM et al., 2002b), mesmo para CarAc, cujo sítio ativo é formado por histidinas 

ligadas a ferro. A adição de 6His também não alterou a atividade nativa de CarC (HABE 

et al., 2003).  

Desta forma, a enzima CarB foi clonada em sistema com cauda de histidina para 

permitir sua purificação, empregando cromatografia de afinidade em coluna de níquel 

nitrilotriacetato (NTA) e eluição com gradientes de concentração de imidazol e pH. Foi 

purificada na coluna somente a fração solúvel das proteínas, cujos resultados estão  

apresentados no gel de SDS-PAGE da Figura 4.23. Como pode ser verificado, foi obtida 

uma quantidade significativa das subunidades purificadas, dando indícios de que pelo 

menos uma parte das proteínas é encontrada no citoplasma.  
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Figura 4.23 Purificação de CarB expressa com cauda de histidina em coluna de afinidade NTA 

eluída com imidazol. As concentrações obtidas para cada amostra aplicada em gel são: extrato 

total (somente fração solúvel) aplicado na coluna (2,37µg/µL); fração de proteínas não ligadas 

na coluna (0,17µg/µL) e amostra de purificação das duas subunidades da enzima de meta-

clivagem (CarBa, de 10kDa e CarBb, de 29kDa), com 0,16µg/µL. 

 
 

Como pode ser verificado na Figura 4.23, foi possível purificar ambas as 

componentes de CarB a partir da adição de uma cauda de seis histidinas na subunidade 

CarBa. A interação entre ambas as unidades é suficientemente forte para que elas 

permanecessem ligadas durantes o processo de cromatografia de afinidade. Entretanto, 

apesar da obtenção da enzima purificada com alta homogeneidade, não foi detectada 

atividade de meta-clivagem após os processos de eluição tanto com imidazol quanto com 

gradiente de pH (LARENTIS et al., 2005d). A perda de atividade verificada na enzima 

eluída na forma pura da resina cromatográfica pode estar associada à perda do íon ferro 

estrutural devido ao contato a baixa força iônica, e de L-cisteínas (GIBBS et al., 2003) 

ou outros fatores.  

GIBBS et al. (2003) relatam a perda de atividade de um percentual significativo 

após a purificação da enzima recombinante 2'-aminobifenil-2,3-diol 1,2-dioxigenase de 

Pseudomonas sp. LD2. Durante a purificação da CarB da cepa LD2, foi verificado que 

esta enzima é hidrofóbica e de estabilidade muito limitada e apenas um percentual muito 

baixo da enzima recombinante foi expressa em Escherichia coli de forma ativa. Foi 
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verificada sua estabilidade em altas concentrações de sulfato de amônio, mas perda da 

maior parte da atividade quando a enzima foi submetida à precipitação nestas condições, 

assim como sua grande instabilidade na purificação em muitas condições padrão 

(GIBBS et al., 2003),   

A instabilidade e perda de atividade quando a enzima é purificada ou dialisada em 

tampão com baixa força iônica é um comportamento comumente descrito para as 

dioxigenases, como para 2'-aminobifenil-2,3-diol 1,2-dioxigenase, protocatecuato 4,5-

dioxygenase, 2-aminofenol 1,6-dioxigenase, 2,2',3-trihydroxybiphenyl dioxygenase 

(GIBBS et al., 2003). 

 

4.5 Caracterização das enzimas de Pseudomonas stutzeri 

 

4.5.1 Carbazol 1,9a-dioxigenase (CarA) 

A biodegradação de 20ppm (120µM) de carbazol pela carbazol dioxigenase 

recombinante foi verificada por cromatografia gasosa. Foram empregados NADH, FAD, 

sulfato ferroso amoniacal como fonte de Fe(II) e ácido ascórbico como agente redutor 

em extrato celular (células rompidas por sonicação) das cepas contendo os plasmídeos 

com genes carAa e carAcAd com expressão nas respectivas condições otimizadas 

descritas anteriormente, além de Tween 20 para aumentar a solubilização do carbazol 

em água. A degradação foi verificada após reação por 15h a 30°C em 50mM de Tris-

HCl pH 7,5 (Figura 4.24). As condições de reação empregadas na reconstituição deste 

sistema in vitro foram baseadas na descrição de NAM et al. (2002b), com resultados 

similares aos obtidos. Os resultados de SATO et al. (1997b), foi verificada degradação 

de 0,1% (1000ppm) de carbazol a 30°C por 18h empregando resting cells de Eschericia 

coli recombinante. Empregando as mesmas condições de reação, mas com condições 

não otimizadas de expressão de CarAa e CarAcAd (crescimento e indução por 18h em 

LB), não foi observada degradação de carbazol, confirmando a sensibilidade das 

enzimas às variáveis de expressão. A cepa BL21-SI sem plasmídeo foi utilizada como 

controle negativo e não foi detectada degradação de carbazol quando utilizada na reação.  

Outros testes foram implementados para inferir sobre o mecanismo da reação, 

como o emprego de extrato celular empregando somente Fe(II) e ácido ascórbico como 
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cofatores e sistema de células íntegras. Entretanto, os resultados obtidos não foram 

conclusivos, devido a problemas na extração de carbazol, cuja metodologia está sendo 

aprimorada para obter as respostas desejadas. 

 

1 2 3 4

M inutes

- 10

- 5

0

5

10

15

20

mVolts

0
.3

6
3

 

(a) 

1 2 3 4

M inutes

- 12

- 10

- 5

0

5

10

15

20

25

mVolts

0
.3

6
5

 

(b) 

Figura 4.24 Resultado do teste de biodegradação de 20ppm (120µM) de carbazol em 15h a 

30°C em 50mM de Tris-HCl pH 7,5, empregando o complexo enzimático CarA, com adição de 

NADH, FAD, sulfato ferroso amoniacal, ácido ascórbico e Tween 20 em extrato celular (células 

rompidas por sonicação) das cepas contendo os plasmídeos com expressão das proteínas CarAa 

e CarAcAd. Cromatogramas obtidos em CG Varian 3380 com detector FID e coluna CP-

SIL5CB do sistema (a) sem enzima (quantidade inicial de carbazol) e do sistema  enzimático 

descrito (b), verificando-se o desaparecimento do pico em 2,5min de corrida. O nível de ruído 

dos cromatogramas deve-se à baixa concentração de carbazol nas amostras.  

carbazol 
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Construção das estruturas 3-D das subunidades de CarA  

 

Para auxiliar no entendimento do mecanismo de atuação da carbazol dioxigenase, 

das interações substrato/enzima e entre as subunidades que a compõem (CarAa, CarAc e 

CarAd), foi utilizada a técnica de modelagem por homologia (LARENTIS et al., 2003a, 

LARENTIS et al., 2003b, LARENTIS et al., 2004f). De acordo com o mecanismo das 

dioxigenases que apresentam sítio de Rieske com ferro sem configuração de grupo heme 

(WACKETT, 2002), CarAd, de 37kDa, que contém um cofator flavina (FAD) atua como 

uma componente ferrodoxina-redutase, capaz de captar elétrons de piridina nucleotídeo 

reduzida (NADH), fonte inicial de dois elétrons necessários para a ativação do oxigênio 

molecular para a quebra da molécula de carbazol e formação de um composto 

dihidrodiol. Estes elétrons são, individualmente, carreados para um centro do tipo  

[2Fe-2S] presente na componente ferrodoxina, CarAc, de 13kDa. Ambas componentes 

são monoméricas, segundo resultados da purificação e caracterização espectroscópica da 

enzima de Pseudomonas resinovorans CA10 (NAM et al., 2002a, NAM et al., 2002b). 

Em última instância, os elétrons são transferidos para a componente da terminal 

oxigenase da carbazol 1,9a-dioxigenase (CarAa) que contém o domínio com agregado 

[2Fe-2S] de Rieske e o centro de ferro mononuclear (WACKETT, 2002). Esta 

subunidade, cujo monômero apresenta 44kDa, foi purificada sob a forma de um 

homotrímero, de estrutura do tipo α3, com 132kDa (NAM et al., 2002).  

A busca por um molde no banco de estruturas de proteínas (PDB) para a enzima 

CarAa, de 384 aminoácidos, usando o programa BLASTP (ALTSCHUL et al., 1990), 

indicou a naftaleno 1,2-dioxigenase (depositada sob o código 1NDO) de Pseudomonas 

putida (KAUPPI et al., 1998), de 449 aminoácidos, como uma possível estrutura 

homóloga para empreender a modelagem comparativa da proteína de interesse.  

A naftaleno dioxigenase é uma oxigenase multimérica dependente de ferro 

mononuclear em configuração não-heme, composta por duas subunidades não idênticas 

(α e β) que formam um hexâmero do tipo α3β3 similar a um cogumelo (KAUPPI et al., 

1998), que degrada naftaleno por uma reação de dioxigenação lateral, formando um 

composto cis-dihidrodiol (NOJIRI et al., 2001b). Sua atividade, in vivo, requer a ação de 

uma componente redutase de 36 kDa que contém sítios de ligação FAD e agregado [2Fe-

2S] de planta. Os elétrons do NADH são transferidos desta componente redutase para 

uma componente ferrodoxina de 14 kDa que contém um agregado [2Fe-2S] de Rieske. 
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Estes elétrons fluem para a α3β3 dioxigenase de 210kDa que contém três [2Fe-2S] de 

Rieske e três centros de ferro mononuclear por holoenzima (KAUPPI et al., 1998, 

WACKETT, 2002). Cada um dos sítios ativos de dioxigenase encontra-se na interface 

das subunidades α, formando uma simetria trigonal e verificando-se, portanto, a 

existência de três sítios por holoenzima. Este sítio ativo é formado pelo agregado ferro-

enxofre de Rieske de uma subunidade α justaposta cerca de 12Å do centro mononuclear 

de ferro da subunidade α adjacente (WACKETT, 2002). A distância entre estes centros 

de ferro da mesma subunidade α é de 44Å, muito grande para uma transferência de 

elétrons eficiente. O mecanismo de transferência de elétrons é muito similar entre as 

dioxigenases, possibilitando inferências de um mecanismo análogo para os sítios ativos 

(WACKETT, 2002). 

A estrutura da naftaleno dioxigenase (1NDO) resolvida por KAUPPI et al. (1998) 

apresenta um centro de Rieske [2Fe-2S] com um átomo de ferro coordenado pelos 

resíduos Cys81 e Cys101 e outro coordenado por His83 e His104. O domínio catalítico 

formado por um ferro mononuclear é coordenado pelos resíduos His208, His213 e 

Asp362. Na estrutura da enzima, His208 está ligado por ponte de hidrogênio ao resíduo 

Asp205, que por sua vez também é ligado a His104, conectando o centro mononuclear 

ao agregado de Rieske, conforme mostrado na Figura 4.25.  

 

 

Figura 4.25 Configuração do sítio ativo dos centros redox na naftaleno dioxigenase. Esquema 

modificado de WACKETT (2002) com informações contidas em KAUPPI et al. (1998). 
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De acordo com o sistema de classificação proposto por Batie para dioxigenases 

multicomponentes (NAM et al., 2001), a carbazol 1,9a-dioxigenase e a naftaleno  

1,2-dioxigenase de Pseudomonas sp. pertencem ao mesmo grupo, segundo a composição 

de sua cadeia de transporte de elétrons (número de componentes constituintes e natureza 

dos centros redox). Uma diferença importante entre as duas enzimas é que a componente 

oxigenase da carbazol dioxigenase não possui cadeia β, que provavelmente apresenta 

apenas um papel estrutural nas dioxigenases do tipo α3β3 (KAUPPI et al., 1998, NAM et 

al., 2001). Por outro lado, as cadeias α formam um trímero similar à naftaleno 

dioxigenase, dando mais um suporte para sua utilização como estrutura molde (NAM et 

al., 2002a, NAM et al., 2002b). De acordo com SATO et al. (1997b), a carbazol 

dioxigenase é capaz de degradar ambos os substratos, embora com resultados de 

conversão diferentes. Enquanto 99% do carbazol foi degradado por CarA de 

Pseudomonas sp. CA10 recombinante em Eschericia coli, a conversão foi reduzida para 

77% para naftaleno, empregando 0,1% m/v de substrato a 30°C por 18h em sistema de 

resting cells (SATO et al., 1997b). De qualquer forma, este dado experimental subsidia 

o emprego a naftaleno dioxigenase como molde para obter a estrutura da carbazol 

dioxigenase por homologia.  

Os resultados do alinhamento CarAa-α1NDO (Figura 4.26) mostram que a 

seqüência de CarAa apresenta cerca de 23% de identidade e 30% de similaridade com as 

cadeias α da naftaleno dioxigenase. Foi possível alinhar os domínios catalíticos 

(agregado [2Fe-2S] de Rieske e centro de ferro mononuclear), com apenas alguns 

pequenos gaps, indicando que a estrutura da carbazol dioxigenase apresenta menos alças 

do que na naftaleno dioxigenase. Os agregados ferro-enxofre de Rieske são coordenados 

por duas histidinas e duas cisteínas com uma assinatura do tipo Cys-X-His-X16-17-Cys-

X2-His, enquanto o centro de ferro mononuclear apresenta motivo do tipo Glu-X3-4-Asp-

X2-His-X4-5-His (SATO et al., 1997b, JIANG et al., 1996). Na seqüência de 

aminoácidos de CarAa, estes domínios podem ser identificados como His71-His93-

Cys69-Cys90 e Glu176-Asp180-His183-His187, respectivamente. Três resíduos 

aspárticos poderiam completar o domínio de ferro mononuclear de CarAa: Asp332, 

Asp333 ou Asp335. Neste modelo, Asp333 apresentou o melhor ajuste estrutural em 

relação ao resíduo Asp362 da enzima 1NDO.  

O alinhamento construído pelo programa T-COFFEE (NOTREDAME et al., 

2000), entre a seqüência da carbazol dioxigenase (CarAa) e a seqüência das cadeias α da 
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estrutura da naftaleno dioxigenase depositada no PDB (1NDO) são apresentados na 

Figura 4.26. Este alinhamento foi empregado para obtenção das coordenadas espaciais 

de CarAa por modelagem comparativa (LARENTIS et al., 2004f).  

 

1NDO    1   -MNYNNKILVSESGLSQKHLIHGDEELFQHEL-KTIFARNWLFLTHDSLIPAPGDYVTAK 
CarAa   1   MANVDEAILKRVKGWA------------PYVDAKLGFRNHWYPVMFSKEIDE-GEPKTLK 
              * :: **   .* :             :   *  * .:*  : ... *   *:  * * 
 
1NDO   59   MGIDEVIVSRQNDGSIRAFLNVCRHRGKTL-VSVEAGNAKGFVCSYHGWGF----GSNGE 
CarAa  48   LLGENLLVNRI-DGKLYCLKDRCLHRGVQLSVKVECKTKSTITCWYHAWTYRWEDGVLCD 
            :  ::::*.*  **.: .: : * ***  * *.**. . . :.* **.* :    *   : 
 
1NDO   114  LQSVPFEKDLYGESLNKKCLGLKEVARVESFHGFIYGCF-DQEAPPLMDYLGDAAWYLEP 
CarAa  107  ILTNPTSAQIGRQKL--------KTYPVQEAKGCVFIYLGDGDPPPLARD--------TP 
            : : * . ::  :.*        :.  *:. :* ::  : * :.***            * 
 
1NDO   173  MFKHSGGLELVGPPGKVVIKANWKAPAENFVGDAYHVGWTHASSLRSGESIFSSLAGNAA 
CarAa  151  PNFLDDDMEILGK--NQIIKSNWRLAVENGF-DPSHI-YIHKDSILVKD---NDLALPLG 
                ...:*::*   : :**:**: ..** . *. *: : * .*:   :   ..**   . 
 
1NDO   233  LPPEGAGLQMTSKYGSGMGVLWDGYS--GVHSADLVPELMAFGGAKQERLNKEIGDVRAR 
CarAa  204  FAPGGDRKQQTRVVDDDVVGRKGVYDLIGEHGVPVFEGTIGGEVVREGAYGEKIVANDIS 
            :.* *   * *   ...:    . *.  * *.. :.   :.   .::   .::*       
 
1NDO   291  IYRSH-LNCTVFPNNSMLTCSGVFKVWNPIDANTTEVWTYAIVEKDMPEDLKRRLADSVQ 
CarAa  264  IWLPGVLKVNPFPNPDMMQ----FEWYVPIDENTH--YYFQTLGKPCANDEERKNYEQEF 
            *: .  *: . *** .*:     *: : *** **   : :  : *  .:* :*:  :.   
 
1NDO   350  RTFGPAGFWES---DDNDNMETASQNGKKYQSRDSDLLSNLGFGEDVYGDAVYPGVVGKS 
CarAa  318  ESKWKPMALEGFNNDDI----WAREAMVDFYADDKGWVNEILFEVD-------EAIVAWR 
            .:   .   *.   **      * :   .: : *.. :.:: *  *        .:*.   
 
1NDO   410  AIGETSYRGFYRAYQAHVSSSNWAEFEHASSTWHTELTKTT 
CarAa  370  KLASEHNQGIQT--QAHVSG--------------------- 
             :..   :*:    *****.                        

Figura 4.26 Alinhamento entre as seqüências da CarAa e cadeia α da 1NDO. Aminoácidos 

idênticos são indicados por (*); aminoácidos similares por (:) ou (.); aminoácidos diferentes ( ), 

enquanto (_) indicam gaps adicionados às seqüências. O domínio de Rieske está indicado em 

amarelo (CXHX16-17CXXH), enquanto em laranja estão indicados o domínio de ferro 

mononuclear (EX3-4DX2HX4-5H) e o aspartato (Asp333) que completa este sítio. 

 

A estrutura trimérica, obtida por homologia pela sobreposição do modelo de CarAa 

com cada uma das cadeias α homólogas da estrutura da naftaleno dioxigenase, é 

apresentada na Figura 4.27. O trímero é condizente com os resultados experimentais 

disponíveis na literatura e com o mecanismo proposto para a carbazol dioxigenase 

(NAM et al., 2002a, NAM et al., 2002b). Os sítios de Rieske e ferro mononuclear 

encontram-se nas interfaces entre as subunidades α do modelo, formando uma geometria 

trigonal e permitindo a existência de três sítios ativos por holoenzima, o que é 



 128

consistente com o mecanismo de transferência de elétrons descrito na literatura para as 

dioxigenases. Os resultados do modelo confirmam que sítio ativo é formado por um 

agregado ferro-enxofre de Rieske localizado em uma subunidade α justaposta cerca de 

12-14Å do centro mononuclear de ferro da subunidade α adjacente. A distância entre 

estes centros de ferro pertencentes a uma mesma subunidade α do modelo é muito 

grande para propiciar uma transferência de elétrons eficiente. Isto é similar à naftaleno 

dioxigenase, como descrito anteriormente (KAUPPI et al., 1998, WACKETT, 2002).  

A existência de um canal de acesso ao sítio catalítico para ligação do substrato na 

naftaleno dioxigenase pode ser também identificada na estrutura proposta para a 

carbazol dioxigenase (Figura 4.27b). Os resíduos que possivelmente compõem este canal 

são hidrofóbicos, como ocorre na estrutura molde. Para estes sítios, entretanto, 

diferentemente dos domínios de Rieske e de ferro mononuclear, variações são esperadas 

para diferentes classes de dioxigenases (KAUPPI et al., 1998).  

 

  

(a) (b) 

Figura 4.27 Modelo do trímero de CarAa obtido por homologia, empregando as cadeias α da 

estrutura 1NDO como moldes. Em (a) verifica-se as estruturas de alças, α-hélices e folhas-β de 

cada uma das três cadeias do trímero (azul, vermelha e verde). Em (b) tem-se uma visão lateral 

da estrutura compacta do trímero, com detalhamento do possível canal de acesso para ligação do 

substrato ao sítio ativo (c). A localização dos domínios de Rieske (resíduos amarelos) e de ferro 

mononuclear (resíduos em laranja) estão indicados por esferas (LARENTIS et al., 2004f). 

 

(c) 
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A estrutura do modelo onde se encontram os resíduos do motivo EX3-4DX2HX4-5H, 

que provavelmente agem como ligantes do ferro mononuclear no sítio catalítico de 

ativação do oxigênio das dioxigenases (JIANG et al., 1996, SATO et al., 1997b), podem 

ser verificados na Figura 4.28, em comparação com a estrutura deste motivo no molde.  

 

  
(a) (b) 

Figura 4.28 Domínio de ferro mononuclear da 1NDO, formado pelos resíduos Asp205 

(responsável pela ligação do sítio mononuclear com a interface da subunidade α adjacente), 

His208, His213 e Asp362 (a) e do modelo proposto para a subunidade CarAa da carbazol 

dioxigenase, formado pelos aminoácidos Asp180, His183, His187 e Asp333 (Asp180 liga os 

domínios de Rieske e ferro mononuclear na interface de duas subunidades α da estrutura 

trimérica de CarAa) (b). Os átomos representados nos aminoácidos são: C (cinza), N (azul) e O 

(vermelho). A esfera amarela na estrutura de referência representa o átomo de ferro do sítio 

catalítico (LARENTIS et al., 2004f). 

 

O ferro mononuclear da naftaleno dioxigenase, onde ocorre a reação catalítica de 

quebra do substrato aromático com oxigênio, está ligado a três resíduos (His 208, 

His213, Asp362), como pode ser verificado na Figura 4.28, além de uma molécula de 

água (KAUPPI et al., 1998, WACKETT, 2002). As duas histidinas fazem parte da 

assinatura do domínio mononuclear Glu200-Asp205-His208-His213, conservado em 

várias dioxigenases, assim como o resíduo Asp205, responsável pela ligação do sítio 

mononuclear com o domínio de Rieske na interface da outra subunidade α do trímero, 

permitindo a ocorrência da transferência de elétrons necessária para a reação. De forma 

HIS187 

HIS183 

ASP180 

ASP333 



 130

análoga, no modelo estrutural de CarAa é possível identificar o motivo de ferro 

mononuclear como sendo Glu176-Asp180-His183-His187. O modelo indica que o 

resíduo Asp180, presente na assinatura, pode ser o responsável pela ligação entre o 

domínio mononuclear e o resíduo His93 do sítio de Rieske, através de forças atrativas 

(provavelmente uma ligação hidrogênio) na interface de duas subunidades α do trímero 

de CarAa, de forma equivalente a Asp205 da naftaleno dioxigenase. O resíduo Asp362 

completa o sítio catalítico e a coordenação do átomo de ferro na naftaleno dioxigenase. 

De acordo com a estrutura de referência, resíduo proposto pela modelagem para 

completar o domínio de ferro mononuclear da carbazol dioxigenase é Asp333, como 

discutido na descrição do alinhamento CarAa-α1NDO.   

A modelagem do sítio de Rieske, que atua na transferência de elétrons para o sítio 

catalítico, apresenta resultados consistentes, em comparação com a estrutura de 

referência (Figura 4.29).  

 

  
(a) (b) 

Figura 4.29 Comparação entre os sítios de Rieske do molde 1NDO (formado pelos resíduos 

His83, His104, Cys81 e Cys101) (a) e da estrutura modelada para CarAa (formado pelos 

resíduos His71, His93, Cys69 e Cys90) (b). Os átomos representados nos resíduos são:  

C (cinza), N (azul), S (amarelo) e O (vermelho). As esferas amarelas na estrutura de referência 

representam o agregado [2Fe-2S] (LARENTIS et al., 2004f). 

  

As proteínas que possuem agregado [2Fe-2S] em um domínio do tipo Rieske, como 

as componentes oxigenase terminal e ferrodoxina da carbazol dioxigenase (CarAa e 

HIS71 

HIS93 

CYS69 

CYS90 
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CarAc), formam uma superfamília com um ancestral comum (NOJIRI E OMORI, 2002). 

O enovelamento do sítio de Rieske da ferrodoxina da carbazol dioxigenase (COLBERT 

et al., 2000, NAM et al., 2005), é representativo da estrutura mínima deste tipo de 

domínio. Este enovelamento mínimo é maior em domínios de Rieske de proteínas mais 

complexas, para permitir a transferência de elétrons em cada situação específica 

(COLBERT et al., 2000), como é o caso da CarAa. Comparando as estruturas dos 

domínios de Rieske da 1NDO e da CarAa com a estrutura mínima, estas proteínas 

possuem alguns resíduos a mais inseridos em uma alça rica em prolinas presente no 

enovelamento mínimo. Esta inserção não é necessária na estrutura mínima porque o 

agregado [2Fe-2S] está exposto para a transferência de elétrons (COLBERT et al., 2000). 

Estes resíduos são Val117-Pro118-Phe119-Glu120-Lys121-Cys122-Leu123 para a 

oxigenase terminal da naftaleno dioxigenase (1NDO) e são responsáveis pela mediação 

desta componente com outra requerida na transferência de elétrons. O mesmo ocorre  na 

componente oxigenase terminal da carbazol dioxigenase (CarAa), que de forma 

homóloga à componente da 1NDO, apresenta a seqüência Asn110-Pro111-Thr112-

Ser113-Ala114-Gln115-Ile116 que faz o contato do agregado [2Fe-2S] com a superfície 

externa da proteína. Como indicado na Figura 4.30, os resíduos descritos são capazes de 

fazer a mediação do agregado ferro-enxofre de CarAa com a subunidade CarAc, uma vez 

que se encontra em uma alça em posição coerente no modelo obtido por homologia.   

 

 

Figura 4.30 Estrutura modelada da componente oxigenase da carbazol dioxigenase 

(CarAa) com agregado [2Fe-2S] em laranja e os resíduos His71, His93, Cys69 e Cys90 

conservados nos domínios de Rieske. Em azul estão representados os resíduos que participam da 

alça característica deste domínio (Asn110-Pro111-Thr112-Ser113-Ala114-Gln115-Ile116).  
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O modelo foi construído sem a presença de heteroátomos (ferro, enxofre), o que 

pode explicar algumas diferenças de ângulos entre os resíduos envolvidos quando se 

compara com a estrutura de referência, tanto nos domínios de ferro mononuclear quanto 

de Rieske, apresentados nas Figuras 4.28 e 4.29, respectivamente. 

O gráfico de Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963), obtido pelo 

programa PROCHECK (LASKOWSKY et al., 1993), indica uma razoável qualidade do 

modelo proposto (95% dos resíduos de aminoácidos modelados se encontram 

posicionados nas regiões estereoquimicamente permitidas). A existência de alguns 

resíduos com ângulos não permitidos devem-se à presença de glicinas na estrutura de 

referência, que, por não apresentarem limitações físicas de posição, ao serem 

substituídas no alinhamento seqüencial, provocam algumas inconsistências no modelo, 

sem chegar a comprometer sua qualidade. As energias dos resíduos do modelo, 

calculadas pelo PROSAII (SIPPL, 1993), são próximas às do molde na maior parte da 

estrutura, incluindo os domínios de Rieske e de ferro mononuclear, com exceção de 

algumas regiões no meio (em torno do aminoácido 250, região de mais baixa 

similaridade, segundo resultados do alinhamento da Figura 4.26) e no final da seqüência 

de CarAa. Possivelmente por causa destas regiões, foram identificados resíduos com os 

níveis 3D e 1D não compatíveis pelo VERIFY3D (LUTHY et al., 1992). Os resultados 

das análises realizadas com os programas WHAT-CHECK (HOOFT et al., 1996) e 

PROVE (PONTIUS et al., 1996), com somente 9,4% de aminoácidos com cálculos de 

volumes atômicos incompatíveis, indicaram que o modelo é satisfatório.  

Para as componentes CarAc e CarAd também foram obtidos modelos por 

homologia consistentes (LARENTIS et al., 2003b). Para CarAc, foi empregada como 

molde, de acordo com os resultados de busca no banco de estruturas de proteínas (PDB) 

com o programa BLASTP (ALTSCHUL et al., 1990), a componente ferrodoxina da 

bifenil dioxigenase BphF (depositada sob o código 1FQT). Esta proteína, da bactéria 

Burkholderia cepacia cepa LB400 (COLBERT et al., 2000), de 109 aminoácidos, possui 

um sítio formado por um agregado [2Fe-2S] de Rieske. Para CarAd, foi empregada 

como molde a componente redutase da benzoato 1,2-dioxigenase de Acinetobacter sp. 

ADP1 (KARLSSON et al., 2002), de 338 resíduos, cuja estrutura (código 1KRH), 

contém um sítio de ligação de agregado ferro-enxofre do tipo encontrado em plantas.  

Os resultados de buscas por proteínas homólogas para CarAc e CarAd são 

consistentes com o sistema de classificação de Batie proposto para as dioxigenases 
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(COLBERT et al., 2000, NAM et al., 2001, KARLSSON et al., 2002), de forma similar 

à CarAa, além de se verificar alta similaridade entre as seqüências (mais de 60%). Como 

pode ser verificado na Tabela 4.4, comparando as diferentes classes das dioxigenases 

segundo a classificação pela composição de sua cadeia de transporte de elétrons (NAM 

et al., 2001), as componentes ferrodoxina da bifenil e da carbazol dioxigenase 

apresentam mesma estrutura Cys2His2[2Fe-2S] (COLBERT et al., 2000), enquanto as 

componentes redutases da carbazol e da benzoato dioxigenase, pertencente à classe IB 

(KARLSSON et al., 2002), apresentam os mesmos domínios conservados FAD 

Cys4[2Fe-2S]. Além disso, estudos indicam que uma única componente redutase e 

ferrodoxina pode atuar em combinação com um número grande de diferentes 

componentes dioxigenases de Rieske (WACKETT, 2002). 

 

Tabela 4.4 Componentes das dioxigenases de Rieske segundo a classificação de Batie pela 

composição de sua cadeia de transporte de elétrons (KARLSSON et al., 2002). 

Classe Redutase Ferrodoxina Oxigenase Dioxigenase
IA FMN Cys4 [2Fe-2S] - Cys2His2 [2Fe-2S] Fe2+ ftalato

IB FAD Cys4 [2Fe-2S] - Cys2His2 [2Fe-2S] Fe2+ benzoato

IIA FAD Cys4 [2Fe-2S] Cys2His2 [2Fe-2S] Fe2+ dibenzofurano

IIB FAD Cys2His2 [2Fe-2S] Cys2His2 [2Fe-2S] Fe2+ bifenil

III FAD Cys4 [2Fe-2S] Cys2His2 [2Fe-2S] Cys2His2 [2Fe-2S] Fe2+ carbazol e naftaleno  

 

Os alinhamentos (Figuras 4.31 e 4.32) entre as seqüências de CarAc e 1FQT e de 

CarAd e 1KRH mostram que as identidades entre elas são de 36 e 26% e mais de 60% 

de similaridade, respectivamente (66% para CarAc e 62% para CarAd). 

 

 
CarAc           MNQIWLKVCAASDMQPGTIRRVNRVGAAPLAVYRVGDQFYATEDTCTHGIASLSEG-TLD 59 
1FQTA           --MKFTRVCDRRDVPEGEALKVES-GGTSVAIFNVDGELFATQDRCTHGDWSLSDGGYLE 57 
                    : :**   *:  *   :*:  *.:.:*::.*..:::**:* ****  ***:*  *: 
 
CarAc           GDVIECPFHGGAFNVCTGMPASSPCTVPLGVFEVEVKEGEVYVAGEKK---- 107 
1FQTA           GDVVECSLHMGKFCVRTGKVKSPPPCEALKIFPIRIEDNDVLVDFEAGYLAP 109 
                ***:**.:* * * * **   *.*   .* :* :.:::.:* *  *           

 

Figura 4.31 Alinhamento entre a seqüência de CarAc e da componente ferrodoxina da bifenil 

dioxigenase (1FQT) empregada como molde. Os aminoácidos são indicados por: idênticos (*); 

similares por (:) ou (.); diferentes ( ), e (_) indicam gaps adicionados às seqüências. O domínio 

de Rieske está indicado em amarelo (CXHX16-17CXXH) e a alça rica em prolinas em cinza. 
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CarAd        MYQLKIEGQAPG------TCGSGKSLLVSALANGIGFPYECASGGCGVCKFELLEGNVQS 54 
1krha        MSNHQVALQFEDGVTRFICIAQGETLSDAAYRQQINIPMDCREGECGTCRAFCESGNYDM 60 
             * : ::  *  .        ..*::*  :*  : *.:* :* .* **.*:    .** :  
 
CarAd        MWPD--APGLSSRDREKGNRHLACQCVALSDLRIKVAVQDKYVPTIPISRMEAEVVEVRA 112 
1krha        PEDNYIEDALTPEEAQQG-YVLACQCRPTSDAVFQIQASSEVCKTK-IHHFEGTLARVEN 118 
                :    .*:..: ::*.  ***** . **  ::: ...:   * .* ::*. :..*.  
 
CarAd        LTHDLLSVRLRTDG---PANFLPGQFCLVEAEQLPG--VVRAYSMANLKNPEGIWEFYIKRV 169 
1krha        LSDSTITFDIQLDDGQPDIHFLAGQYVNVT---LPGTTETRSYSFSSQPG-NRLTGFVVRNV 176 
             *:.. ::. :: *.     :**.**:  *    ***   .*:**::.  ..: :  * ::.* 
 
CarAd        PTGRFSPWLFENRKEGARLFLTGPMGTSFFRPGTGRKSLCIGGGAGLS-YAAAIARASMR 228 
1krha        PQGKMSEYLSVQAKAGDKMSFTGPFG-SFYLRDVKRPVLMLAGGTGIAPFLSMLQVLEQK 235 
             * *::* :*  : * * :: :***:*:**:  .. *  * :.**:*:: : : :   . : 
 
CarAd        ETDKPVKLFYGSRTPRDAVRWIDIDIDEDKLEVVQAVTEDTDSLWQG-PTGFIHQVVDAA 287 
1krha        GSEHPVRLVFGVTQDCDLVALEQLDALQQKLPWFEYRTVVAHAESQHERKGYVTGHIEYD 295 
              :::**:*.:*     * *   ::*  ::**  .:  *  :.:  *   .*::   ::   
 
CarAd        LLETLPEYEIYLAGPPPMVDATVRMLLGKGVPRDQIHFDAFF-- 329 
1krha        WLNGG-EVDVYLCGPVPMVEAVRSWLDTQGIQPANFLFEKFSAN 338 
              *:  .* ::**.** ***:*.   *  :*:   :: *: *    
 

Figura 4.32 Alinhamento entre as seqüências da CarAd e da redutase da benzoato 1,2-

dioxigenase (1KRH). Aminoácidos idênticos são indicados por (*); aminoácidos similares por (:) 

ou (.); aminoácidos diferentes ( ), enquanto (_) indicam gaps adicionados às seqüências. O 

agregado [2Fe-2S] de planta está indicado em amarelo (CX4CX2C), o domínio de ligação FAD 

em cinza (RAYSMAN) e de ligação NAD(P)H em azul.  

 

A estrutura de CarAc obtida por modelagem comparativa, assim como a estrutura 

da proteína molde BphF e de outras ferrodoxinas (COLBERT et al., 2000), apresenta um 

enovelamento composto por folhas-β, como pode ser verificado na Figura 4.33(a). As 

estruturas, segundo COLBERT et al. (2000) são divididas em dois domínios: um de 

ligação do agregado [2Fe-2S], localizado na região central da seqüência de aminoácidos 

de CarAc e um segundo domínio (denominado de domínio basal na estrutura molde), ao 

qual pertence a maior parte dos resíduos das porções N e C terminais, formado por duas 

folhas-β que formam uma espécie de barril. Estes resultados do modelo foram 

confirmados com a resolução da estrutura desta subunidade por NAM et al. (2005).  

Foram modelados os domínios para ligação dos grupamentos [2Fe-2S] em CarAc e 

CarAd, responsáveis pela transferência de elétrons para o sítio catalítico de ativação do 

oxigênio (domínio de ferro mononuclear presente nas interfaces das cadeias do trímero de 

CarAa), assim como o domínio de ligação de FAD presente em CarAd. O domínio [2Fe-

2S] presente em CarAc é do tipo Rieske, similar ao sítio presente em CarAa, e o modelo 

indica que os resíduos que configuram a assinatura de Rieske são Cys46, His48, Cys65 e 

His68. O agregado [2Fe-2S] e as histidinas ligantes encontram-se expostos em uma alça, 
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devido ao enovelamento da proteína. Verifica-se que a localização do sítio de Rieske no 

modelo proposto para a subunidade protéica CarAc é consistente estruturalmente com o 

domínio do molde BphF empregado (COLBERT et al., 2000) e com o mecanismo de 

transferência de elétrons em que este sítio está envolvido nas dioxigenases. COLBERT et 

al. (2000) descrevem que o enovelamento da cadeia principal (Cα) dos domínios de 

ligação Rieske é conservado, inclusive entre as diferentes componentes das cadeias de 

degradação de aromáticos (como as ferrodoxinas e oxigenases) e entre as proteínas de 

eucariotos, de membrana (como as envolvidas na cadeia respiratória), apesar de somente 

os resíduos que são ligados ao agregado [2Fe-2S} sejam idênticos, formados por duas 

histidinas e duas cisteínas com uma assinatura do tipo Cys-X-His-X16-17-Cys-X2-His 

(SATO et al., 1997b, JIANG et al., 1996). O enovelamento conservado do domínio de 

Rieske (COLBERT et al., 2000), também presente no modelo por homologia obtido para 

CarAc, é formado por uma folha-β em uma estrutura mínima em que os ligantes do 

agregado Fe-S estão expostos e uma alça rica em prolinas, que no caso da BphF é 

compostas pelos resíduos Pro80-Pro81-Pro82-Cys83-Glu84-Ala85-Leu86. De forma 

homóloga, esta alça em CarAc é composta pelos resíduos Ser82-Pro83-Cys84-Thr85-

Val86-Pro87-Leu88. 

Segundo COLBERT et al. (2000), as componentes ferrodoxinas das dioxigenases 

que participam das rotas de degradação de compostos aromáticos entregando elétrons do 

NAD(P)H para o sítio de ferro da componente oxigenase catalítica, possuem 

aproximadamente 110 resíduos e apresentam potencial redutor de cerca de -150mV. Este 

potencial difere do potencial dos agregados de outras componentes, o que é essencial na 

transferência de elétrons. Vários fatores contribuem para as diferenças de potencial redox 

entre as proteínas: dependência do pH, exposição do agregado ferro-enxofre, interação 

com solvente, localização do centro metálico em relação a grupos/átomos com cargas 

eletrostáticas, interações com as histidinas ligantes e polarizabilidade (COLBERT et al., 

2000). As seqüências de resíduos na estrutura 1FQT próximas às posições 48 e 65 afetam 

as interações do agregado [2Fe-2S] com outros peptídeos dipolares. A ferrodoxina 

associada à bifenil dioxigenase e suas homólogas apresentam resíduos não-polares nas 

posições 48 (triptofano ou alanina) e 65 (leucina), o que confere potenciais eletrostáticos 

mais baixos para estas proteínas, importante na transferência de elétrons nos sistemas de 

dioxigenação. Estes resíduos conferem com Ala51 e Phe67 no modelo obtido para 

CarAc.  
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A proteína CarAd, de 329 resíduos, participa da reação de dioxigenação do 

carbazol sob a forma de um monômero (NAM et al., 2002a, NAM et al., 2002b) e, de 

forma análoga a da componente redutase da benzoato 1,2-dioxigenase empregada como 

molde, apresenta uma estrutura com três domínios bastante distintos (KARLSSON et al., 

2002), cada um com cerca de 100 resíduos e ligado a um cofator redox, como pode ser 

visualizado na Figura 4.33b: ferro-enxofre, FAD e NADH. O domínio ferrodoxina, 

presente na porção N terminal da proteína, conter um sítio de ligação para agregado 

[2Fe-2S] com enovelamento global altamente similar ao das ferrodoxinas de plantas 

(KARLSSON et al., 2002). Este domínio [2Fe-2S] tipo planta, de assinatura Cys-X4-

Cys-X2-Cys-X29-Cys (SATO et al., 1997b, KARLSSON et al., 2002), é formado por 

quatro cisteínas ligantes aos átomos de ferro, formando um centro de menor potencial 

redox que os agregado [2Fe-2S] de Rieske de CarAa e CarAc, permitindo a ocorrência 

da transferência de elétrons para a reação de dioxigenação (WACKETT, 2002). O 

domínio ferro-enxofre interage com os outros dois domínios (flavina e NAD(P)H). A 

passagem dos elétrons se dá pela presença pelo cofator NAD, cujo sítio de ligação 

também está presente em CarAd. Os domínios FAD e NADH, presentes na região C 

terminal da proteína, são membros da superfamília das oxidoredutases-ferrodoxinas.  

Verifica-se que a estrutura da redutase da benzoato 1,2-dioxigenase (1KRH) 

apresenta sítio de ligação de agregado ferro-enxofre do tipo plantas, de forma similar a 

CarAd, formado pelos resíduos Cys41-Cys46-Cys49-Cys83. As duas estruturas, 1KRH e 

1QFJ apresentam sítios de ligação de NAD. Na estrutura 1KRH, o domínio FAD é 

formado por Arg156-Ser157-Tyr158-Ser159-Phe160-Ser161-Ser162. Na seqüência de 

CarAd, o domínio [2Fe-2S] foi identificado como Cys35-Cys40-Cys43-Cys76 e o 

domínio FAD da seqüência CarAd é identificado como Arg148-Ala149-Tyr150-Ser151-

Met152-Ala153-Asn154 (SATO et al., 1997b). KARLSSON et al. (2002) indicam que a 

região C terminal da redutase da benzoato 1,2-dioxigenase está envolvida na ligação 

FAD. O resíduo Phe335 desta enzima interage com o anel isoaloxazina da flavina, 

permitindo o empilhamento das cadeias laterais dos anéis aromáticos, e alinha com 

Phe328 de CarAd (NAM et al., 2002b). 

Os cofatores [2Fe-2S] e FAD estão afastados cerca de 9 Å na estrutura obtida para 

CarAd, medida feita no programa RASMOL (SAYLE E MILNER-WHITE, 1995). Esta 

distância é descrita para os domínios de Rieske e flavina na redutase da benzoato 1,2-

dioxigenase (KARLSSON et al., 2002), o que permite uma rápida transferência de 
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elétrons. O principal contato entre o centro ferro-enxofre e o domínio flavina na 

estrutura de 1KRH é feito pelo resíduo Asp40 (KARLSSON et al., 2002), equivalente a 

Glu34 no alinhamento empregado na modelagem de CarAd, cuja distância do cofator 

FAD (6,5Å) subsidiou este resultado.  

 

 

 

 

(a) (b) 

Figura 4.33 Modelos obtidos por homologia para as estruturas monoméricas da ferrodoxina 

CarAc (12kDa), cujo sítio de Rieske é composto por Cys46-His48-Cys65-His68 (a) e da 

redutase CarAd (37kDa), com detalhamento de agregado [2Fe-2S] do tipo planta (Cys35-Cys40-

Cys 43-Cys76) e sítio de ligação FAD (Arg148-Ala149-Tyr-150-Ser151-Met152-Ala153-

Asn154). Os domínios modelados estão envolvidos no mecanismo de transferência de elétrons 

para a carbazol 1,9a-dioxigenase (LARENTIS et al., 2003b).  
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O modelo obtido para CarAd apresentou somente um resíduo nas regiões não 

permitidas do Gráfico de Ramachandran, com 98% nas regiões mais favoráveis 

(LASKOWSKI et al., 1993, RAMACHANDRAN et al., 1963). Os resultados do 

programa VERIFY3D indicaram que o modelo é satisfatório, com 86% dos resíduos 

compatíveis com a seqüência de aminoácidos de CarAd (LUTHY et al., 1992). A 

avaliação do modelo feita pelos programas WHAT-CHECK, PROVE e ERRAT também 

indicaram que o modelo é satisfatório (HOOFT et al., 1996, PONTIUS et al., 1996, 

COLOVOS E YEATES, 1993). Segundo cálculos de volumes atômicos, somente 7,8% 

dos aminoácidos foram considerados fora dos padrões (PONTIUS et al., 1996). 

A avaliação do modelo monomérico obtido para CarAc indicou que os parâmetros 

estereoquímicos e energéticos do modelo são aceitáveis. O gráfico de Ramachandran  do 

modelo obtido pelo PROCHECK (LASKOWSKY et al., 1993) não apresentou nenhum 

resíduo em posição inconsistente e mais de 90% nas regiões mais favorecidas, indicando 

um modelo de boa qualidade. Pela análise das energias dos resíduos do modelo, 

calculadas pelo PROSAII (SIPPL, 1993), não há regiões do modelo com parâmetros fora 

dos valores permitidos.   

A sobreposição entre o modelo de CarAc obtido por homologia e o cristal 

determinado por NAM et al. (2005) por raios-X, indicou desvio de 1,71Å calculado 

entre todos os átomos envolvidos (741) e desvio de  1,12Å entre as cadeias de carbonos 

(101 átomos) de ambas estruturas, resultados de RMS (root mean square) empregando o 

programa Swiss-PDBViewer (GUEX E PEITSCH, 1997). Na região do sítio de Rieske o 

modelo obtido apresenta a melhor sobreposição com o cristal, como pode ser verificado 

na Figura 4.34, enquanto as regiões onde as cadeias principais do modelo e do cristal 

mais se distanciam são as do início e final da proteína, que compõe o domínio basal, nas 

quais o alinhamento apresenta menor similaridade, como pode ser conferido na Figura 

4.31. Estes resultados são coerentes com as indicações de COLBERT et al. (2000), de 

que os domínios de Rieske apresentam um enovelamento conservado entre diferentes 

tipos de proteínas com agregado [2Fe-2S] e que o domínio basal é o que mais apresenta 

divergências. A análise realizada mostrou que  modelo obtido é satisfatório (para efeito 

de comparação, a diferença obtida entre duas cadeias do cristal de 1KRH foi de 0,60Å), 

principalmente para empreender inferências sobre o mecanismo da reação e da 

transferência de elétrons entre as componentes das dioxigenases, que ocorre através dos 

domínios de Rieske. 
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Figura 4.34 Sobreposição do modelo de CarAc, em azul, com a estrutura da proteína de 

Pseudomonas sp. obtida por raios-X (NAM et al., 2005), em vermelho. 

 

KARLSSON et al. (2002) descrevem a estrutura de BenC como um protótipo 

estrutural para a família das redutases de dioxigenases, que apresentam organização 

similar dos três domínios, e empregam-na na obtenção do modelo da redutase da 

naftaleno dioxigenase de Pseudomonas sp. Esta enzima pertence à classe III, similar à 

carbazol segundo a composição da cadeia de transporte de elétrons e os autores assumem 

que o enovelamento entre elas é muito similar, validando o emprego da modelagem de 

CarAd por homologia empregando a componente redutase da benzoato 1,2-dioxigenase.  

Após a obtenção de modelos de cada uma das subunidades da carbazol 1,9a-

dioxigenase coerentes com seu mecanismo catalítico proposto (NAM et al., 2002b), 

buscou-se fazer análises estruturais destes modelos, empregando os programas 

SPDBViewer e RasMol e programas de cálculo de superfície para identificação de 

possíveis regiões de interação entre as moléculas para a composição do complexo (Figura 

4.35). Não há na literatura nenhum destes complexos descritos e sua identificação 

permitirá fazer inferências sobre a forma como ocorre a transferência de elétrons e 

possíveis mutações para aumentar a atividade e a seletividade, para um maior número de 

compostos nitrogenados de petróleo, visando a aplicação das enzimas em biorrefino e 

biorremediação.  
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Figura 4.35 Modelos das componentes CarAa (oxigenase), CarAc (ferrodoxina) e CarAd (redutase) obtidos por homologia. As regiões dos sítios 

indicadas (agregados [2Fe-2S] nas três proteínas e ferro mononuclear em CarAa) são aquelas que possivelmente interagem propiciando o mecanismo de 

transferência de elétrons entre as componentes para a reação de dioxigenação de carbazol (LARENTIS et al., 2003b, LARENTIS et al., 2004a).
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4.5.2 Dioxigenase de meta-clivagem (CarB) 

 

A confirmação da expressão das enzimas CarB (dioxigenase de meta-clivagem) e 

CarC (HOADA hidrolase) de forma ativa em Escherichia coli foi feita pela detecção da 

atividade pela produção e consumo, respectivamente, do composto amarelo HOPDA 

(ácido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenil hexa-2,4-dienóico), análogo cromóforo ao composto da 

rota de degradação de carbazol, resultante da meta-clivagem da rota de degradação de 

bifenil, de acordo com o esquema apresentado na Figura 4.36.  

 

 

Figura 4.36 Esquema reacional da degradação de 2,3-DHBP (2,3-dihidroxibifenil) e HOPDA 

(ácido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenil hexa-2,4-dienóico), da rota de biodegradação de bifenil, análogos 

aos compostos da rota de carbazol.  

 

Os testes foram feitos de forma qualitativa em placa e meio líquido com expressão 

das enzimas em Escherichia coli BL21-SI, com indução por NaCl concomitante ao 

crescimento da bactéria em 18h em meio LB, empregando 2,3-dihidroxibifenil (2,3-

DHBP) como substrato inicial da rota reacional. Este composto, resultante da 

degradação da bifenil dioxigenase, é análogo ao 2'-aminobifenil-2,3-diol. Os resultados 

qualitativos dos testes em placa e meio líquido estão apresentados na Figura 4.37.  
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Figura 4.37 Testes de produção (por CarB) e consumo (por CarC) do composto amarelo 

HOPDA pelas células recombinantes Escherichia coli BL21-SI + pDEST14 + CarB/CarC e 

pDEST17 + CarB em placa LB sem antibiótico e pDEST14 + CarB/CarC em LB líquido 

com ampicilina. O controle negativo em placa é a cepa BL21-SI sem plasmídeo e no meio 

líquido é a célula sem o substrato 2,3-DHBP (LARENTIS et al., 2005b). 

 

Como pode ser verificado pelos resultados da Figura 4.37, a expressão de CarB na 

forma ativa foi bem sucedida nos dois vetores empregados: pDEST17 (com cauda de 

Histidina) e pDEST14 (forma nativa). Em placa, as colônias recombinantes com os 

dois plasmídeos foram capazes de converter 2,3-DHBP em HOPDA, como pode ser 

verificado pela coloração amarela produzida praticamente de imediato pelas colônias. O 

consumo deste composto amarelo pela cepa recombinante contendo o gene carC foi 

verificado algum tempo após a sua formação em placa e em meio líquido. Os produtos 

das reações não foram detectados no controle negativo empregado (Escherichia coli 

BL21-SI sem plasmídeo), como verificado no experimento em placa, com as colônias 

estriadas brancas após o borrifamento da solução de 2,3-DHBP em etanol.  

O meio líquido com a produção de HOPDA por CarB foi centrifugado, ficando a 

coloração amarela na solução sobrenadante e não nas células precipitadas. Estes 

resultados fornecem indícios de que estes compostos hidrofóbicos com grupamentos 

hidrofílicos passem livremente pela membrana celular ou que as proteínas estejam 

associadas à membrana celular. No caso de CarB, a enzima foi purificada empregando 
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somente a fração solúvel, indicando que as enzimas recombinantes não estão associadas 

à membrana celular e, portanto, o substrato deve ser transportado para o interior da 

célula. Além disso, a atividade da dioxigenase de clivagem de anel catecol da enzima da 

cepa Pseudomonas stutzeri OM1 expressa em Escherichia coli foi confirmada por 

OUCHIYAMA et al. (1998) empregando somente a fração solúvel das células 

sonicadas (descartando os debris celulares do extrato após rompimento por sonicação). 

Segundo GRAY et al. (1996), toda a atividade enzimática de biodessulfuração de 

dibenzotiofeno (DBT) por Rhodococcus sp. está associada à fração solúvel das proteínas 

e nenhuma atividade foi verificada na fração associada à membrana. Para este 

mecanismo de biodessulfuração, DBT é capaz de atravessar a membrana celular e as 

enzimas Dsz são solúveis e presumivelmente encontradas no citoplasma, enquanto as 

enzimas do metabolismo de outras moléculas hidrofóbicas, como alcanos, estão 

associadas à membrana celular (MONTICELLO, 2000). A localização das enzimas na 

célula é de grande importância, uma vez que está relacionada aos mecanismos de 

transferência de massa envolvidos na reação, uma vez que não há evidências de que as 

moléculas sejam ativamente transportadas para dentro das células (MONTICELLO, 

2000).       

 

Determinação da concentração celular para medir atividade de CarB nativa 

 

O sistema de células íntegras (resting cells) empregado como catalisador nas 

reações de degradação dos compostos da rota de carbazol evita a necessidade de 

purificação das enzimas e possibilita ainda assim a obtenção de altas taxas de 

conversão. Para maximizar os resultados de conversão, portanto, é desejável empregar o 

máximo de catalisador (neste caso, o máximo de volume de meio) mas sem modificar a 

taxa de conversão da reação. Quando se tem excesso de células, a taxa pode ser 

reduzida devido ao aparecimento de efeitos de processo que competem com a reação 

enzimática, como a adsorção do substrato nas células. Estes efeitos foram verificados 

em outros sistemas, como na biodessulfuração de dibenzotiofeno (DBT) a  

2-hidroxibifenil (2-HBP) por Rhodococcus erythropolis (IZUMI et al., 1994).  Neste 

sistema, o significativo retardamento na degradação de DBT com o emprego de 

densidades celulares muito altas foi associado a indícios de que o oxigênio é um fator 

limitante neste processo de conversão pelas células. Quando enzima livre é empregada 
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como catalisador estes testes não fazem sentido, uma vez que em geral utiliza-se a 

menor quantidade possível tendo em vista principalmente o fator custo.     

A atividade de meta-clivagem foi medida a 35°C, pH 7,5 e 50mM de Tris-HCl, 

monitorando o aparecimento de HOPDA pela degradação de 100µM de  

2,3-dihidroxibifenil, por absorbância a 434nm. Os testes com células íntegras (resting 

cells) contendo o plasmídeo pDEST14 foram feitos em diferentes volumes de meio 

LB com crescimento de 18h (Abs600nm de 4,5), a 37°C sob agitação, centrifugado e 

ressuspenso em Tris-HCl 50mM (pH 7,5). Para a expressão sob a forma nativa, em 

plasmídeo pDEST14, foi determinada uma quantidade de proteína total (dosada pelo 

método de Bradford) de 1µg/µL, sendo empregados volumes de meio de 100µL, 200µL 

e 500µL para os testes de atividade, cujos resultados são apresentados na Figura 4.38.  
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Figura 4.38 Medidas de atividade de CarB clonada sob a forma nativa em pDEST14. Em (a) 

varredura temporal de absorbância a 434nm da formação de HOPDA pela degradação de 

100µM de 2,3-DHBP a 35°C, pH 7,5 e 50mM de Tris-HCl em diferentes volumes de resting 

cells (com 1µg proteína total/µL). Em (b) valores calculados de taxa inicial e taxa inicial/ 

volume de célula empregado no sistema de resting cells. 

 

Como pode ser verificado na Figura 4.38, para cada medida em diferentes 

volumes foram calculadas as taxas iniciais (taxa = ∆Abs434nm/∆tempo para os primeiros 

pontos), assim como as taxas iniciais normalizadas pelo volume de meio de crescimento 
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celular empregado (Taxa inicial/Volume). Verifica-se que a taxa obtida empregando 

volume de 200µL foi o dobro do valor da taxa obtida para 100µL, sendo obtido o 

mesmo valor para a taxa normalizada pelo volume. Quando foram empregados 500µL 

de meio nesta medida, a taxa normalizada não se manteve e o valor ainda caiu 

consideravelmente em comparação com os demais, indicando a ocorrência dos efeitos 

de competição causados por excesso de densidade celular. Desta forma, a determinação 

da atividade enzimática foi feita empregando 200µL de meio de expressão de CarB 

expresso na forma nativa (com 200µg de proteína total).  

 

Análise da estabilidade dos clones de CarB com cauda de histidina 

 

Testes de atividade prévios em placa para CarB expressa com cauda de histidina, 

em plasmídeo pDEST17 apresentaram colônias transformantes amarelas (positivas) 

com a adição de solução de 2,3-DHBP (como mostrado na Figura 4.37) e colônias 

negativas, que não ficaram amarelas na presença do substrato cromóforo.  

Desta forma, a partir de uma placa com colônias isoladas provenientes do estoque 

de glicerol de uma única colônia positiva de BL21-SI contendo o plasmídeo 

pDEST17 com o gene carB confirmado por PCR e digestão, foram selecionadas 

algumas colônias para a dosagem de atividade de dioxigenase de meta-clivagem. Os 

resultados de crescimento celular e de atividade das diferentes colônias expressas em 

pDEST17 (Figura 4.39), identificam diferentes comportamentos nas colônias 

selecionadas: baixo crescimento em relação à cepa com expressão na forma nativa, com 

atividade similar (colônia 1), crescimento similar à célula com expressão nativa, mas 

sem praticamente nenhuma atividade (colônia 2), crescimento e atividade similares aos 

obtidos para proteína expressa na forma nativa (colônia 3), crescimento até Abs600nm de 

5,0, com baixíssima atividade (colônia 4), nenhum crescimento e, conseqüentemente, 

nenhuma atividade (colônia 5).  
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Figura 4.39 Atividade de diferentes colônias isoladas a partir de estoque de glicerol de um 

único clone transformante com cauda de histidina (clonado em pDEST17). Em (a) varredura 

temporal de absorbância a 434nm da formação de HOPDA pela degradação de 100µM de 2,3-

DHBP (35°C, pH 7,5 e 50mM de Tris-HCl) em diferentes volumes de resting cells de cada 

umas das colônias (indicados na legenda); em (b) concentração celular medido por Abs600nm de 

cada colônia com crescimento por 18h a 37°C empregadas nas medidas em (a).  

 

A instabilidade verificada na atividade das colônias expressas com plasmídeo 

pDEST17 pode ser devida à adição da cauda de histidina à proteína CarB. Não foi 

verificado comportamento semelhante para as cepas expressando CarB na forma nativa, 

clonadas em pDEST14. Como o sítio ativo da enzima é composto por duas histidinas, 

possivelmente a cauda, em algumas colônias, deve estar interferindo nesta atividade, 

assim como afetando a capacidade de crescimento celular, talvez pelo enovelamento 

errôneo destas proteínas, que poderia estar causando alguma toxicidade à célula.  

NAM et al. (2002b) relatam que a adição de cauda de histidina às regiões C 

terminais das proteínas CarAc e CarAd, cujo sítios ativos são formados por agregados 

[2Fe-2S] ligados, respectivamente, a Cys2His2 e Cys4, não afetou significativamente 

suas atividades. Entretanto, para CarAc, cujo sítio além de ferro apresenta histidinas, 

estes autores inferem que a cauda deve ter afetado um pouco a estrutura interna da 

enzima, uma vez que nesta proteína, como descrito anteriormente, ambas regiões 

terminais encontram-se expostas. A mesma alteração da estrutura interna de CarAd, 

assim como de sua função transportadora de elétrons, é relatada (NAM et al., 2002b). 
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Determinação da concentração de células para estudos de atividade de CarB com 

cauda de histidina 

 

Para as colônias com atividades similares à expressa da forma nativa (colônias 1 e 

3) foram feitos testes com células íntegras (resting cells) em Tris-HCl 50mM (pH 7,5) a 

partir de diferentes volumes de meio de crescimento durante a noite em LB. Para a 

colônia com crescimento até Abs600nm de 2,3 (colônia 1) e quantidade de proteína total 

de 0,6µg/µL foram utilizados volumes equivalentes à aproximadamente a metade dos 

volumes empregados para a célula com expressão nativa:  250µL, 500µL e 1000µL.  

Pelos resultados apresentados na Figura 4.40, verifica-se que a taxa normalizada pelo 

volume mantém-se constante até 500µL e reduz-se acima desta condição. 
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Figura 4.40 Medidas de atividade de CarB clonada com cauda de Histidina (pDEST17) e 

com crescimento por 18h em LB até Abs600nm=2,3 e 0,6µg proteína total/µL (colônia 1).  

(a) Varredura temporal de absorbância a 434nm da formação de HOPDA pela degradação de 

100µM de 2,3-DHBP a 35°C, pH 7,5 e 50mM de Tris-HCl em diferentes volumes de resting 

cells. (b) Taxa inicial e Taxa inicial/Volume, calculadas a partir dos dados de absorbância a 

434nm apresentados em (a). 

 

O mesmo experimento foi feito para a colônia 3 de CarB de expressa com cauda 

de histidina, em plasmídeo pDEST17 (dosagem de proteína total de 1,5µg/µL), 
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empregando volumes de 100µL, 200µL, 250µL e 500µL de meio LB para os testes de 

atividade. Para esta colônia, para volumes superiores a 250µL o valor da taxa inicial 

ficou consideravelmente reduzido, como mostrado na Figura 4.41.  
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Figura 4.41 Medidas de atividade de CarB clonada com cauda de Histidina (pDEST17) e 

com crescimento por 18h em LB até Abs600nm=4,5 e 1,5µg proteína total/µL (colônia 3).  

(a) Varredura temporal de absorbância a 434nm da formação de HOPDA pela degradação de 

100µM de 2,3-DHBP a 35°C, pH 7,5 e 50mM de Tris-HCl em diferentes volumes de resting 

cells. (b) Taxa inicial e Taxa inicial/Volume calculados a partir da absorbância a 434nm de (a). 

 

O comportamento apresentado por CarB expressa com e sem cauda de histidina 

foi similar, como verificado nos resultados de taxas medidas em sistemas de células 

íntegras (resting cells), em que em densidades celulares muito altas provocaram a 

redução das taxas de reação, como discutido por IZUMI et al. (1994) na degradação de 

DBT. Verifica-se pelos cálculos de taxas iniciais que em volumes de meio contendo 

células íntegras equivalentes ou abaixo de 200µL dos clones com pDEST14, 500µL 

para a colônia 1 com pDEST17 e 250µL para a colônia 3 com cauda de histidina, o 

comportamento da taxa inicial com a concentração celular mantém-se constante. Nestas 

condições a taxa medida indica a velocidade da reação, sem a competição de outros 

processos, e estes volumes podem ser empregados nas medidas de atividade.  
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Determinação de atividade das células íntegras e sonicadas  

 

A atividade de CarB na degradação de 2,3-DHBP foi medida em três diferentes 

condições: células íntegras (resting cells), extrato celular (células rompidas por 

sonicação) e extrato celular ativado com a presença de cofatores. Foram empregados 

volumes em que a taxa inicial indica a velocidade da reação e não tem influência de 

outros efeitos, como limitação de transferência de massa e adsorção (IZUMI et al., 

1994). Enquanto nenhuma (ou reduzida) atividade foi detectada em extrato celular sem 

adição de cofatores ao meio, após incubação com ácido ascórbico e sulfato ferroso 

amoniacal em gelo, a enzima recuperou a atividade de meta-clivagem (LARENTIS et 

al., 2005b, LARENTIS et al., 2005d), como pode ser verificado na Tabela 4.5, similar 

aos resultados descritos para a enzima CarB de Pseudomonas resinovorans CA10 

(IWATA et al., 2003).   

 

Tabela 4.5 Atividade de meta-clivagem (µmoles HOPDA.mg proteína-1.min-1) de CarB clonada 

em vetor com cauda de Histidina (200µL volume de meio contendo células com 200µg proteína 

total)  e na forma nativa (250µL com 150µg de proteína total para colônia 1 e para colônia 3, 

200µL com 300µg proteína total) para degradação de 100µM de 2,3-dihidroxibifenil em 35°C e 

tampão Tris-HCl 50mM (pH 7,5). Foram empregados resting cells, extrato celular e reativação 

com ácido ascórbico (35µM) e sulfato ferroso amoniacal (50µM) em gelo por 10min. 

Célula Resting cells Extrato celular Extrato celular + ascorbato + Fe(II) 

Nativa 0,53 0,02 0,55 

Cauda de His 

(colônia 1) 
0,82 0,02 0,42 

Cauda de His 

 (colônia 3) 
0,50 0,07 0,77 

 

Os resultados de atividade da Tabela 4.5 estão apresentados na forma de 

percentuais na Figura 4.42.  A queda de atividade verificada com o rompimento das 

células confirma o requerimento pela enzima de meta-clivagem de íon ferroso no meio 

de reação (o ânion ascorbato atua como agente redutor em condições aeróbias). Em 

contraposição, os cofatores são supridos pelo meio celular no sistema de resting cells. 
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Experimento similar foi realizado por URAGAMI et al. (2001) para confirmar que o 

sítio ativo da enzima bifenil dioxigenase, homóloga à 2'-aminobifenil-2,3-diol 1,2-

dioxigenase, é também formado por Fe(II). 
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Figura 4.42 Comparação das atividades de meta-clivagem de CarB clonada em vetor na forma 

nativa (a) e com cauda de Histidina (colônia 1) (b) para degradação de 100µM de  

2,3-dihidroxibifenil em 35°C e tampão Tris-HCl 50mM (pH 7,5) empregando resting cells, 

extrato celular e reativação com ácido ascórbico e sulfato ferroso amoniacal em gelo. 

 

Os resultados de meta-clivagem obtidos para o extrato celular de Pseudomonas 

stutzeri ATCC 31258 foram similares aos verificados para a 2’-aminobifenil-2,3-diol 

dioxigenase recombinante de Pseudomonas sp. CA10 por (SATO et al., 1997a), cuja 

taxa de 1,4 (µmol composto meta-clivagem/min.mg de proteína) a 25°C foi medida em 

extrato cru de Escherichia coli e tampão fosfato de sódio 50mM (pH7,5).  

 

Estabilidade das células com expressão de CarB 

 

A estabilidade enzimática de CarB foi testada mantendo a célula em geladeira (em 

meio), verificando-se manter atividade por até 3 semanas nestas condições. Os testes 

feitos com meio após 1 mês não mostraram atividade, possivelmente pelas condições 

não propícias de armazenagem. Os resultados dos testes até os primeiros 5 dias 

indicaram que a enzima manteve praticamente 100% de sua atividade (Figura 4.43). 
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Figura 4.43 Estabilidade das células de CarB clonada sob a forma nativa em pDEST14 (a) e 

pDEST17 (b) medidas pela atividade de produção de HOPDA até 5 dias de armazenamento 

em geladeira. 

 

Construção da estrutura 3-D de CarB  

 

A estrutura do heterotetramérica α2β2 de CarB foi obtida por modelagem por 

homologia empregando como moldes para a obtenção dos modelos de CarBa e CarBb 

as subunidades correspondentes da protocatecuato 4,5-dioxigenase de Sphingomonas 

paucimobilis (código de acesso 1B4U no PDB). Embora a cristalização desta enzima 

tenha sido descrita por IWATA et al. (2004), sua estrutura ainda é desconhecida.  

O alinhamento global entre a seqüência de 30kDa de CarBb e a seqüência da 

cadeia β do molde (LigB), obtido pelo programa T-COFFEE (Figura 4.44), apresentou 

31% de identidade e 67% de similaridade (LARENTIS et al., 2004b, LARENTIS et al., 

2005d). A estereoquímica e geometria do modelo foram consideradas boas pelas 

análises realizadas com o PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993), com 97% dos 

resíduos nas regiões permitidas do Gráfico de Ramachandran (RAMACHANDRAN et 

al., 1963), incluindo todos aqueles utilizados nas análises estruturais. Os resultados do 

programa VERIFY3D indicaram que quase 92% modelo tridimensional é compatível 

com a seqüência de aminoácidos de CarBb (LUTHY et al., 1992). As analises 

implementadas no WHAT-CHECK, PROVE (8,7% de resíduos fora) e ERRAT 
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confirmaram que o modelo obtido é satisfatório (HOOFT et al., 1996, PONTIUS et al., 

1996, COLOVOS E YEATES, 1993). 

O modelo da subunidade CarBa de 10kDa (LARENTIS et al., 2005d) foi 

construído a partir de um alinhamento com 26% de identidade e 61% de similaridade 

com os resíduos 30 a 139 da cadeia α do molde (LigA). O alinhamento empregado foi 

melhorado manualmente e selecionado por similaridade estrutural com o molde pelo 

programa SPDBViewer, após a construção de vários modelos (Figura 4.44). Como o 

programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) não identificou um molde com suficiente 

similaridade entre a subunidade CarBa e as estruturas de proteínas disponíveis no PDB, 

como indicado na literatura (SATO et al., 1997a), foi empregada a metodologia de 

threading para identificação do molde para esta subunidade, empregando o programa 

GenTHREADER (JONES, 1999). Esta metodologia (“profile-based threading”) foi 

desenvolvida para identificação de estrutura de uma proteína a partir somente das 

informações da seqüência da mesma na ausência de nenhuma identidade seqüencial 

aparente com nenhuma outra proteína (ROST et al., 1997). Desta forma, a partir do uso 

esta ferramenta, a subunidade LigA foi identificada como uma proteína com escore 

suficiente para a construção do modelo 3D de CarBa. O modelo gerado não apresentou 

resíduos nas regiões não permitidas do Gráfico de Ramachandran, com 92% nas regiões 

mais favoráveis (LASKOWSKI et al., 1993, RAMACHANDRAN et al., 1963). Os 

resultados das análises realizadas com o programa VERIFY3D foram similares às do 

modelo de CarBb (LUTHY et al., 1992). A avaliação do modelo feita pelos programas 

WHAT-CHECK, PROVE (5,2% de resíduos fora) e ERRAT também indicaram que o 

modelo é satisfatório (HOOFT et al., 1996, PONTIUS et al., 1996, COLOVOS E 

YEATES, 1993).  
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CarBa    1 MAR--YEVDRLIQDMSKKEGLIGRVIDTPSDVFEEYGLTPPERTALLEGTPQALASIGVHPI- 
LigA    30 RARKGYNLNQFAMSLMKAENR-ERFKADESAYLDEWNLTPAAKAAVLARDYNAMIDEGGNVYF 
            **  *:::::  .: * *.   *.    *  ::*:.***. ::*:*    :*: . * :    
 
CarBa   61 LQMHYLMYKNPEM--A---T-HVSIKDYSDM-------------LKGGA 
LigA    92 LSKLFSTDGKSFQFAAGSMTGMTQEE-YAQMMIDGGRSPAGVRSIKGGY 
           *   :     .    *   * ::  : *::*          :***  
 

 
 
CarBb    1 MGKIVAAGGTSHI------LMSPKGCEESAARVVNGIAELGRRLKEA--RPDVLVIITSDHMF 
LigB     1 MARVTTGITSSHIPALGAAIQTGTSDNDYWGPVFKGYQPIRDWIKQPGNMPDVVILVYNDHAS 
           *.::.:.  :***      : : .. ::  . *.:*   :   :*:.   ***:::: .**   
 
CarBb   56 NINLSMQPRFVVGIADSYTPMGDMDIPRDL--VPGSREVGRAIALQADEDGFDLCQAEEYSLD 
LigB    64 AFDMNIIPTFAIGCAETFKPADEGWGPRPVPDVKGHPDLAWHIAQSLILDEFDMTIMNQMDVD 
            :::.: * *.:* *:::.* .:   ** :  * *  ::.  ** .   * **:   :: .:* 
 
CarBb  117 HGIMIPI--LFMGMKEIP--VVPVIVNINTDPIPSARRCVALAESIRQAIEKRTPDGCRVAVV 
LigB   127 HGCTVPLSMIFGEPEEWPCKVIPFPVNVVTYPPPSGKRCFALGDSIRAAVES-FPEDLNVHVW 
           **  :*:  :*   :* *  *:*. **: * * **.:**.**.:*** *:*.  *:. .* *  
 
CarBb  176 GAGGLSHWLCVPRHGEVSEKFDHMVMDELVRGNAEKLVAMGNEAIIDQGGNAGVEILTW-IMA 
LigB   189 GTGGMSHQLQGPRAGLINKEFDLNFIDKLI-SDPEELSKMPHIQYLRESGSEGVELVMWLIMR 
           *:**:** *  ** * :.::**  .:*:*: .:.*:*  * :   : :.*. ***:: * **  
 
CarBb  238 AVASEASSGEKVFYEAMTQWFTGIGGMEFHVK------------------ 
LigB   251 GALPEKVRDLYTFY-HIPASNTALGAMILQPEETAGTPLEPRKVMSGHSL 
           .. .*   .  .**  :.   *.:*.* :: :                   
 

Figura 4.44 Alinhamento entre as seqüências da CarBa e LigA (a) e CarBb e LigB (b). 

Aminoácidos idênticos são indicados por (*); aminoácidos similares por (:) ou (.); aminoácidos 

diferentes ( ), enquanto (_) indicam gaps adicionados às seqüências. Os resíduos catalíticos de 

CarB (His12, His53 e Glu230) presentes na subunidade CarBb e os da LigAB (His12, His61 e 

Glu242) estão indicados em cinza (LARENTIS et al., 2005d). 

 

A avaliação dos modelos dos monômeros indicou que os parâmetros 

estereoquímicos e energéticos são aceitáveis. A estrutura heterotetramérica α2β2 de 

CarB foi obtida usando as coordenadas moleculares dos modelos 3D dos monômeros. 

Como a modelagem comparativa foi capaz de gerar modelos consistentes para CarBb e 

CarBa e também para a estrutura de CarB (Figura 4.45), foi possível empregar a 

modelagem para explicar alguns comportamentos experimentais da enzima de meta-

clivagem e para fazer algumas inferências sobre seu mecanismo catalítico. A análise 

estrutural do sítio catalítico do modelo de CarB foi realizada em comparação com a 

estrutura da protocatecuato 4,5-dioxigenase (LigAB) (SUGIMOTO et al., 1999) e da 

2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenase (BphC) (SENDA et al., 1996, URAGAMI et al., 

2001), pela sobreposição de seus substratos 2,3-dihidroxibifenil e protocatecuato 

(Figura 4.46).  

(b) 

(a) 
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(a) (b) 

Figura 4.45 Modelo estrutural α2β2 de CarB obtido por homologia (LARENTIS et al., 2005d). 

Em (a) verifica-se as estruturas de alças, α-hélices e folhas-β das subunidades CarBa (cadeias 

pretas) e CarBb (cadeias cinzas), com a representação do sítio ativo em esferas.  

(b) Representação do sítio catalítico na subunidade CarBb em cinza claro (Fe(II) coordenado 

pelos resíduos His12, His53 e Glu230) sobreposto com o sítio catalítico do molde LigB em 

cinza escuro (resíduos His12, His61 e Glu242). 

 

O modelo heterotetramérico α2β2 é composto por duas unidades CarBb (cadeias 

β) que estão ligadas entre si e em contato com a subunidade menor CarBa (cadeias α), 

enquanto estas duas não fazem contato direto. CarBa é formada por  α hélices, enquanto 

CarBb apresenta uma estrutura α/β similar ao do molde (SUGIMOTO et al., 1999). O 

sítio catalítico da enzima foi caracterizado in silico (Figura 4.45), confirmando que a 

coordenação do Fe(II) no complexo da CarB ocorre por três resíduos de aminoácidos 

(His12, His53 e Glu230), completamente conservados na classe III das extradiol 

dioxigenases, como indicado por SATO et al. (1997a) e SUGIMOTO et al. (1999). Os 

resíduos do sítio ativo estão corretamente posicionados em comparação com a estrutura 

cristalográfica da enzima LigAB, como indicado na Figura 4.45b. His12 e His53 estão 

localizados em alças e parecem ser relativamente flexíveis, enquanto Glu230 é um 

pouco inflexível porque está posicionado em uma α-hélice. Eles estão localizados em 

uma fenda na subunidade CarBb, similar ao molde (SUGIMOTO et al., 1999). De 

acordo com a estrutura do molde, o sítio ativo é provavelmente completado por uma 

molécula de água e é coberto pela subunidade CarBa, que atua como uma tampa. Os 

resíduos Ser54 a Thr75 de CarBa cobrem a cavidade em que fica o sítio ativo, 
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equivalentes aos do molde (resíduos 85 a 110 de LigA). Todos estes resíduos na LigAB 

estão localizados em uma hélice que fecha a saída da cavidade catalítica, e, por esta 

razão, o substrato fica completamente inacessível ao solvente. Assim, na ausência do 

substrato, cinco moléculas de água ocupam a cavidade e isto parece ser essencial for a 

atividade desta classe de enzimas (SUGIMOTO et al., 1999). 

O modelo também indica que os resíduos His117 e His182 em CarBb são 

importantes para a formação de ligações hidrogênio com os dois grupamentos hidroxila 

do anel catecol do substrato, e por esta razão, para a atividade catalítica. His182 é o 

aminoácido correspondente a His195 da LigAB e His194 da BphC, que a literatura 

(SUGIMOTO et al., 1999, URAGAMI et al., 2001) sugere que sejam as bases 

catalíticas responsáveis pela desprotonação de um dos grupamentos OH do susbtrato, 

pela formação de uma ligação hidrogênio. No modelo de CarB foi verificada a formação 

de uma ligação hodrogênio entre His182 e o grupamento OH do substrato 2,3-

dihidroxibifenil (Figura 4.46a), dando suporte ao alinhamento que indica que este 

resíduo pode ser a base para a catálise na enzima 2'-aminobifenil-2,3-diol 1,2-

dioxigenase. O outro grupo OH do anel catecol do substrato é ligado por ponte de 

hidrogênio ao resíduo His117, correspondente a His127 de LigAB, o que foi confirmado 

pelo cálculo das ligações-H no modelo.  

Os resíduos Ile13, Leu14, Met15, His117, Leu184 e Thr259 de CarBb, assim 

como alguns resíduos de CarBa (Gln62, Tyr65), são aminoácidos hidrofóbicos que o 

modelo sugere que formem a cavidade catalítica de ligação do substrato, uma vez que 

apresenta uma superfície complementar à forma do substrato (Figura 4.46a). Na estutura 

da enzima LigAB, os resíduos Ile13, Pro14, Leu197, His195 e Thr271 (LigB), além de 

Phe103 em LigA, fazem contato com o anel catecol do substrato (PCA) e há uma 

complementaridade entre a superfície de van der Waals do substrato ligado e destes 

resíduos (SUGIMOTO et al., 1999, URAGAMI et al., 2001). O aminoácido Phe103 de 

LigA corresponde ao resíduo negativo Glu72 no alinhamento com CarBa, o qual pode 

interagir por ligação hidrogênio com o grupamento NH2 do substrato da enzima  

2'-aminobifenil-2,3-diol (Figura 4.46a). URAGAMI et al. (2001) identificaram a forma 

da cavidade de ligação do substrato e propuseram que seu caráter hidrofóbico é 

importante para a ligação do susbtrato e SUGIMOTO et al. (1999) mostraram que a 

precisa complementaridade de formas de superfície entre o substrato e a cavidade de 

ligação da enzima parece ser o fator dominante para a estabilização do ligante, mais do 
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que a coordenação entre o ferro e os grupos hidroxila. A análise do modelo indica que 

os resíduos hidrofóbicos próximos ao sítio catalítico, como descrito acima, 

provavelmente permitem a ligação dos anéis aromáticos dos substratos, assim como 

formam uma cavidade que permite o encaixe do composto 2,3-dihidroxibifenil, o que 

explicaria a alta afinidade entre CarB e 2,3-DHPB. Este resultado é interessante porque 

o modelo foi construído usando a enzima que degrada protocatecuato e não o substrato 

específico de CarB. Mesmo que a seqüência e as estruturas da aminobifenil-2,3-diol 

1,2-dioxigenase (CarB) e 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenase (BphC) sejam diferentes, 

ambas as enzimas são capazes de degradar 2,3-dihidroxibifenil (IWATA et al., 2003, 

SUGIMOTO et al., 1999, URAGAMI et al., 2001), o que provavelmente está 

relacionado com a natureza do sítio de ligação do substrato. Este resultado está de 

acordo com a literatura (SUGIMOTO et al., 1999), ou seja, que estas enzimas 

apresentam sitos ativos e mecanismos de reação similares.  

Aparentemente, a substituição dos resíduos Ser269 e Asn270 de LigB por resíduos 

hidrofóbicos (Trp257 e Phe258, respectivamente) na estrutura de CarBb não permite a 

formação de ligações hidrogênio entre o protocatecuato e estes resíduos (Figura 4.46b). 

SUGIMOTO et al. (1999) descrevem que estas ligações são essenciais para a 

estabilização do protocatecuato no sítio ativo da enzima LigAB para a degradação deste 

composto, uma vez que para catecuato a atividade enzimática é negligenciável (IWATA 

et al., 2003, IWATA et al., 2004). Isto pode explicar porque CarB, mesmo apresentando 

uma estrutrua silimar a LigAB, não é capaz de degradar o composto protocatecuato. 

Apesar dos modelos terem sido construídos usando alinhamentos que não 

apresentam altos percentuais de identidade sequencial, as estruturas moleculares já 

descritas na literatura dão suporte, e os resultados de modelagem apontam no mesmo 

sentido, que o caráter hidrofóbico dos resíduos que formam o sítio de ligação dos 

substratos nas dioxigenases que promovem a quebra de anéis catecólicos é mantido. 

Além disso, as inferências feitas a partir da mdelagem não ficam invalidadas 

principalmente porque as mais importantes conclusões estuturais foram obtidas por 

análises dos sítios ativos, cujos resíduos e geometria são completamente conservados 

nestas enzimas (SUGIMOTO et al., 1999). Embora as estruturas das classes I-II e III 

das extradióis dioxigenases não sejam relacionadas evolutivamente e não exibam 

nenhuma similaridade, seus sítios ativos compartilham de características comuns 

(coordenação do íon ferroso em configuração tipo não-heme com rearranjo geométrico 
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similar), sugerindo fortemente o mesmo mecanismo reacional (SUGIMOTO et al., 

1999, VAILLANCOURT et al., 2002, IWATA et al., 2004). Assim, para CarB e LigAB 

(ambas pertencentes à classe III), pode ser sugerido o mesmo mecanismo de quebra 

enzimática. Esta hipótese é corroborada pela completa conservação dos aminoácidos 

nos sítios ativos, pela coerente caracterização estrutural realizada por meio da 

modelagem e pela geometria similar compartilhada por estas enzimas.  

 

 
 

(a) (b) 

Figura 4.46 (a) Estrutura do complexo CarB e 2,3-dihidroxibifenil (2,3-DHBP) com as ligações 

hidrogênio (indicadas por linhas tracejadas) entre os aminoácidos do sítio catalítico e os 

grupamentos OH do substrato, assim como os resíduos hidrofóbicos que formam a cavidade de 

ligação com o substrato. Os sufixos a e b indicados nos resíduos referem-se às subunidades 

CarBa e CarBb, respectivamente. (b) Sobreposição do sítio catalítico (íon ferroso) do complexo 

LigAB-protocatecuato (PCA) em cinza escuro com o sítio catalítico de CarB (cinza claro). As 

linhas tracejadas representam as ligações hidrogênio formadas com os aminoácidos próximos 

aos resíduos catalítico que são importantes para a quebra catalítica do anel do PCA. De forma 

diferente do complexo LigAB-PCA, não corre formação de ligações hidrogênio no complexo 

CarB-2,3-DHBP exceto aquelas entre os grupos OH com os resíduos hidrofóbicos (LARENTIS 

et al., 2005d). 
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4.5.3 HOADA Hidrolase (Car C) 

A confirmação da expressão da expressão da enzima CarC (HOADA hidrolase) 

sob a forma ativa em Escherichia coli foi feita em placa e em meio líquido (LB), como 

mostrado na Figura 4.37.  

Testes preliminares de degradação de 16µM de HOPDA a 25°C e tampão Tris-

HCl 50mM (pH 7,5-8) foram implementados empregando resting cells (500mL de meio 

com crescimento/indução por 18h em LB), resultando em conversão de HOPDA de 

mais de 25% em 10-12min e quase 50% em 50min-1h. Estes dados, apresentados na 

Figura 4.47, não foram empregados nos cálculos de atividade, uma vez que a taxa 

inicial obtida (0,01 µmoles HOPDA/min) está provavelmente subestimada pelo 

emprego de excesso de células e baixa concentração de substrato em relação ao valor de 

Km de 2,5µM (SATO et al., 1997a, NOJIRI et al., 2003, HABE et al., 2003). As células 

ainda mantiveram atividade após 3 semanas armazenadas em geladeira, de forma 

similar às cepas recombinantes com a enzima CarB (nativa e com cauda de histidina).  
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Figura 4.47 Medidas de degradação de 16µM de HOPDA a 25°C empregando CarC 

clonada sob a forma nativa em pDEST14. 

 

Determinação da concentração de células para estudos de atividade 

A atividade sobre a degradação do produto de meta-clivagem foi medida a 35°C, 

pH 7,5 e 50mM de Tris-HCl, monitorando a degradação do composto amarelo HOPDA, 

por absorbância a 434nm. Os testes foram feitos em sistema de células íntegras (resting 

cells) a partir de 500µL, 200µL, 100µL e 50µL de meio LB com crescimento da cepa 

BL21-SI e expressão de CarC de forma nativa em pDEST14, de forma similar aos 
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testes empreendidos para medidas de atividade de CarB. Pelos resultados verificados na 

Figura 4.48a, com 500µL de meio de crescimento centrifugado, a reação é instantânea e 

somente abaixo de 100µL é possível inferir sobre a atividade da enzima, uma vez que 

mantém a linearidade entre taxa e quantidade de catalisador, como mostrado na Figura 

4.48b. Com 200µL tem-se uma subestimação da atividade enzimática, pois o volume é 

dobrado mas a taxa é inclusive menor, não devendo ser utilizado este volume os testes 

de atividade.   
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Figura 4.48 Medidas de atividade de CarC clonada sob a forma nativa em pDEST14 e com 

crescimento por 18h em LB até Abs600nm=5. (a) Varredura temporal de absorbância a 434nm da 

degradação de 100µM HOPDA a 35°C, pH 7,5 e 50mM de Tris-HCl em diferentes volumes de 

resting cells. (b) Taxa inicial e taxa inicial/Volume para os diferentes volumes de resting cells 

testados. (c) Taxas ao longo do tempo para 100 e 200µL. Os dados de taxa em (b) e (c) foram 

calculados a partir dos dados de absorbância a 434nm (taxa = ∆Abs434nm/∆tempo). 
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Nos sistemas catalíticos empregando células íntegras (resting cells), tanto para as 

cepas expressando CarB quanto CarC, verificou-se nos primeiros instantes que os 

valores de taxa aumentam antes de um breve espaço de tempo constante (utilizados para 

as medidas de atividade), seguido da sua redução. Este efeito inicial foi atribuído à 

transferência de massa do substrato (ou do produto) da reação para dentro das células. 

Nas taxas iniciais calculadas a partir dos dados de absorbância a 434nm para os volumes 

de 100 e 200µL apresentados na Figura 4.48c, este efeito pode ser claramente 

visualizado. Os dados de taxas de 100µL foram empregados dos cálculos de atividade 

de CarC na degradação de HOPDA, quando a taxa permanece constante por alguns 

segundos. Também é possível confirmar este mecanismo de transferência que ocorre 

nos sistemas de células íntegras pela comparação das taxas com células rompidas por 

sonicação, quando não é verificado um aumento inicial das taxas, mas uma redução 

contínua (Figura 4.49).  
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Figura 4.49 Medidas de absorbância a 434nm da degradação de 100µM HOPDA a 35°C, pH 

7,5 e 50mM de Tris-HCl em 200µL de meio com crescimento por 18h em LB até Abs600nm=5 de 

Escherichia coli expressando CarC a forma nativa em pDEST14, em sistema de células 

íntegras e sonicadas. (a) Dados de taxa (= velocidade da reação = ∆Abs434nm/∆tempo) calculados 

a partir dos dados apresentados em (a). 

 

A ocorrência de transferência de massa de produto ou substrato (tanto para CarB 

quanto para CarC) corrobora os indícios de que as proteínas recombinantes são 
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expressas preferencialmente no citoplasma de Escherichia coli, exigindo transporte dos 

compostos através da membrana celular. Os processos de transferência de massa são de 

grande importância no metabolismo de moléculas hidrofóbicas por células, juntamente 

com a cinética enzimática. Dos muitos processos envolvidos nas taxas de degradação, a 

transferência de massa pode algumas vezes ser a etapa limitante, especialmente de 

poliaromáticos da fase óleo para dentro da célula (MONTICELLO, 2000).    

 

Determinação de atividade das células íntegras e sonicadas  

A partir dos dados mostrados na Figura 4.nn foi verificado que a célula sonicada 

apresenta comportamento muito próximo ao sistema de células íntegras, diferente do 

que foi verificado para a célula recombinante expressando CarB, para o qual a célula 

rompida não apresenta atividade, a não ser após sua reativação com Fe2+. Este resultado 

indica que a enzima CarC de Pseudomonas stutzeri não é dependente de nenhum 

cofator, e não é uma metalo-enzima, como indicado pela caracterização da enzima da 

cepa Pseudomonas sp. LD2 (RIDDLE et al., 2003b) e pelas análises estruturais obtidas 

pela modelagem por homologia, assim como pela estrutura de CarC de 

Janthinobacterium sp. J3 determinada por HABE et al. (2003). Os dados de absorbância 

a 434nm das células íntegras e sonicadas foram repetidos empregando 100µL (1,5µg 

proteína total/µL), que foram utilizados para calcular a atividade de CarC na degradação 

de HOPDA (LARENTIS et al., 2005b), apresentados na Tabela 4.6.  

 

Tabela 4.6 Atividade de degradação de 100µM do produto de meta-clivagem HOPDA (µmoles 

HOPDA.mg proteína-1.min-1) de CarC clonada na forma nativa a 35°C em tampão Tris-HCl 

50mM (pH 7,5) empregando resting cells e extrato celular obtido por sonicação. 

Sistema Taxa de consumo de HOPDA 

Células íntegras (resting cells) 1,09 

Extrato celular 1,15 

 

Para a hidrolase recombinante de Pseudomonas sp. CA10 foram obtidas taxas de 

consumo de HOADA similares, de 1,20 (µmol/min.mg proteína) (SATO et al., 1997a)  
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e de 1,71 (µmol/min.mg proteína) (NOJIRI et al., 2003) em extrato cru de Escherichia 

coli a 25°C em tampão fosfato de sódio 50mM e pH 7,5.  

 

Estabilidade das células com expressão de CarC 

A estabilidade das células recombinantes expressando a HOPDA hidrolase 

mantiveram um alto percentual de sua atividade inicial após 8 dias de armazenamento 

em geladeira, como pode ser verificado nos resultados de consumo de 100µM de 

HOPDA mostrados na Figura 4.50.  
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Figura 4.50 Estabilidade das células recombinantes com expressão nativa (pDEST14) da 

enzima CarC medidas pelo consumo de 100µM de HOPDA a 35°C empregando sistema de 

células íntegras em tampão Tris-HCl 50mM pH 7,5. 

 

Construção da estrutura 3-D de CarC 

A enzima CarC apresenta enovelamento do tipo α/β hidrolase (SATO et al., 

1997a, RIDDLE et al., 2003b), cujo domínio catalítico é altamente conservado entre um 

grande número de enzimas, pertencentes à família das alfa/beta hidrolases, como 

hidrolases, aciltransferases, lipases, dehalogenases (NANDHAGOPAL et al., 2001).  

A seqüência de CarC de Pseudomonas sp., de 290 aminoácidos, apresenta 

somente seis aminoácidos diferentes (97% de identidade) da seqüência da hidrolase de 

Janthinobacterium sp. J3, cuja estrutura do monômero (1IJI) foi determinada por HABE 
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et al. (2003). Além desta enzima, foram identificadas pelo programa BLASTP 

(ALTSCHUL et al., 1990) como homólogas à CarC outras estruturas de hidrolases de 

produtos de meta-clivagem de rotas de degradação de compostos aromáticos. As 

maiores similaridades de CarC foram verificadas com a hidrolase 2-hidroxi-6-oxo-7-

metilocta-2,4-dienoato (CumD) de Pseudomonas fluorescens IP01 (FUSHINOBU et al., 

2002), da rota de degradação de isopropilbenzeno (cumeno) e com a estrutura BphD da 

2-hidroxil-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoato hidrolase de Rhodococcus sp. cepa RHA1, da 

rota de degradação de bifenil/policlorados (NANDHAGOPAL et al., 2001). A 

seqüência de CarC apresenta 33% de identidade e 55% de similaridade com a seqüência 

de CumD e com BphD apresenta 28% de identidade e 47% de similaridade. 

Diferentemente de CarC e CumD, ativas como dímeros assimétricos, a enzima BphD é 

uma estrutura quaternária octamérica, formada de dois círculos planares com quatro 

monômeros cada (NANDHAGOPAL et al., 2001). O alinhamento obtido entre as 

seqüências das quatro enzimas está apresentado na Figura 4.51. O alinhamento entre as 

seqüências de CarC de Pseudomonas sp e do monômero 1IJI de Janthinobacterium sp. 

J3 (HABE et al., 2003) foi empregado nos procedimentos de modelagem comparativa.  

 
 

CarC    MLNKAEQISEKSESAYVERFVNAGGVETRYLEAGKGQPVILIHGGGAGAESEGNWRNVIPI  61 
1J1I    MLNKAEQISEKSERAYVERFVNAGGVETRYLEAGKGQPVILIHGGGAGAESEGNWRNVIPI  61 
CumD    -MANLEIGKSILAAGVLTNYHDVG----------EGQPVILIHGSGPGVSAYANWRLTIPA  50 
BphD    MAKTVEIIEKRFPSGTLASHALVAGDP-------QSPAVVLLHGAGPGAHAASNWRPIIPD  54 
           . *  ..    . :  .  ..          :. .*:*:**.*.*. : .***  **  
 
CarC    LARHYRVIAMDMLGFGKTAKPDIEYTQDRRIR-----HLHDFIKAMNFDGKVSIVGNSMGG 117 
1J1I    LARHYRVIAMDMLGFGKTAKPDIEYTQDRRIR-----HLHDFIKAMNFDGKVSIVGNSMGG 117 
CumD    LSKFYRVIAPDMVGFGFTDRPENYNYSKDSWV----DHIIGIMDALEIE-KAHIVGNSFGG 106 
BphD    LAENFFVVAPDLIGFGQSEYPETYPGHIMSWVGMRVEQILGLMNHFGIE-KSHIVGNSMGG 114 
        *:. : *:* *::*** :  *:               :: .::. : :: *  ****::** 
 
CarC    ATGLGVSVLHSELVNALVLMGSAGLVVEIHED---LRPIINYDFTREGMVHLVKALTNDG- 175 
1J1I    ATGLGVSVLHSELVNALVLMGSAGLVVEIHED---LRPIINYDFTREGMVHLVKALTNDG- 175 
CumD    GLAIATALRYSERVDRMVLMGAAGTRFDVTEG---LNAVWGYTPSIENMRNLLDIFAYDRS 164 
BphD    AVTLQLVVEAPERFDKVALMGSVGAPMNARPPELARLLAFYADPRLTPYRELIHSFVYDPE 175 
        .  :   :  .* .: :.***:.*  .:                      .*:. :. *   
 
CarC    -FKIDDAMINSRYTYATDEATRKAYVATMQWIRE--QGGLFYDPEFIRKVPVPTLVVHGKD 232 
1J1I    -FKIDDAMINSRYTYATDEATRKAYVATMQWIRE--QGGLFYDPEFIRKVQVPTLVVQGKD 232 
CumD    LVT--DELARLRYEASIQPGFQESFSSMFPEPRQRWIDALASSDEDIKTLPNETLIIHGRE 223 
BphD    NFPGMEEIVKSRFEVANDPEVRRIQEVMF-ESMKAGMESLVIPPATLGRLPHDVLVFHGRQ 235 
         .   : : . *:  : :   :.     :    :    .*      :  :   .*:.:*:: 
 
CarC    DKVVPVETAYKFLDLIDDSWGYIIPHCGHWAMIEHPEDFANATLSFLSRRADITRAAA- 290 
1J1I    DKVVPVETAYKFLDLIDDSWGYIIPHCGHWAMIEHPEDFANATLSFLSLRVDITPAAA- 290 
CumD    DQVVPLSSSLRLGELIDRAQLHVFGRCGHWTQIEQTDRFNRLVVEFFNEANTPKLVGRP 282 
BphD    DRIVPLDTSLYLTKHLKHAELVVLDRCGHWAQLERWDAMGPMLMEHFRAA--------- 285 
        *::**:.::  : . :. :   :: :****: :*: : :    :..:           
 

Figura 4.51 Alinhamento múltiplo obtido pelo CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) entre 

as seqüências da CarC de Pseudomonas sp. e  da estrutura 1IJI de Janthinobacterium sp. J3 

(HABE et al., 2003) e as hidrolases CumD (FUSHINOBU et al., 2002) e BphD 
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(NANDHAGOPAL et al., 2001). Os resíduos da tríade catalítica estão indicados em amarelo 

(para CarC são Ser114-Asp233-His261) e a cavidade nucleofílica (Gly-X-Ser-X-Gly) em azul. 

Aminoácidos idênticos são indicados por (*); aminoácidos similares por (:) ou (.); aminoácidos 

diferentes ( ), enquanto (_) indicam gaps adicionados às seqüências. 

 

Pelo fato da seqüência de CarC de Janthinobacterium sp. empregada como molde 

ser praticamente idêntica à seqüência de Pseudomonas sp., o modelo obtido apresenta 

excelentes parâmetros estereoquímicos e energéticos: somente um resíduo (Ser114) em 

região não permitida do Gráfico de Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963), 

com 93,2% nas regiões mais favoráveis (LASKOWSKI et al., 1993); 100% dos 

resíduos do modelo tridimensional compatíveis com a seqüência de aminoácidos, de 

acordo com os resultados do programa VERIFY3D (LUTHY et al., 1992); alto fator de 

qualidade global indicado pelo ERRAT (COLOVOS E YEATES, 1993); baixo 

percentual de resíduos com volumes incompatíveis (5,1%) analisados pelo programa 

PROVE (PONTIUS et al., 1996); estrutura satisfatória a partir da análise de erros pelo 

WHAT-CHECK (HOOFT et al., 1996). 

Segundo as análises do cristal de CarC da cepa Janthinobacterium sp. J3 (HABE 

et al., 2003), a estrutura α/β hidrolase desta enzima apresenta maior similaridade com a 

estrutura da enzima homodimérica CumD (FUSHINOBU et al., 2002), que degrada 

compostos do grupo monoalquilbenzeno, do que da estrutura octamérica da hidrolase 

BphD (NANDHAGOPAL et al., 2001), embora CarC e BphD degradem compostos do 

tipo bifenil. Resultados experimentais de CarC de Pseudomonas sp. LD2 confirmam 

que a proteína atua cataliticamente como um homodímero (RIDDLE et al., 2003b). 

Desta forma, o homodímero de CarC de Pseudomonas sp. foi modelado sobrepondo o 

monômero obtido por homologia sobre as coordenadas espaciais do dímero da 2-

hidroxi-6-oxo-7-metilocta-2,4-dienoato hidrolase de Pseudomonas fluorescens 

(FUSHINOBU et al., 2002). A estrutura tridimensional obtida por homologia está 

apresentada na Figura 4.52. Como pode ser visualizado na estrutura do dímero, de 

acordo com a estrutura do molde (HABE et al., 2003), a interação entre as duas cadeias 

se dá pela presença de folhas-β antiparalelas nas duas.  
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Figura 4.52 Modelo obtido para dímero de CarC por homologia, com indicação da cavidade 

nucleofílica Gly112-Asn113-Ser114-Met115-Gly116 das hidrolases (resíduos em azul) e os 

resíduos que formam a tríade catalítica (resíduos amarelos). O sítio ativo está localizado entre o 

núcleo e a tampa, onde fica a possível cavidade de ligação do substrato.  

 

As estruturas de CarC de  Janthinobacterium sp. J3 (HABE et al., 2003), assim 

como as hidrolases dos produtos de meta-clivagem de Pseudomonas fluorescens 

(FUSHINOBU et al., 2002) e de Rhodococcus sp. (NANDHAGOPAL et al., 2001) 

apresentam dois domínios: núcleo, formado pelos resíduos das regiões C e N terminais 

das proteínas, e tampa, formada pelos aminoácidos da região central. O núcleo 

apresenta um enovelamento canônico e conservado nas estruturas das α/β hidrolases. 

Mesmo entre membros diferentes da família das α/β hidrolases, que apresentam baixas 

identidades seqüenciais entre aminoácidos, as estruturas dos núcleos destas enzimas 

apresentam significativa similaridade e boa uma sobreposição. Já a tampa apresenta 

significativa diversidade entre estas enzimas (NANDHAGOPAL et al., 2001). A 

conexão entre os dois domínios é feita por alças flexíveis e a tampa das hidrolases, 

composta por quatro α-hélices, está localizada acima do núcleo (NANDHAGOPAL et 

al., 2001).  

O sítio catalítico do modelo obtido por homologia (Figura 4.52) encontra-se em 

um domínio interno da proteína, mas localizado em uma região exposta, de interface. 

Estes resultados permitem identificar facilmente a separação dos domínios núcleo e 

tampa descritos para as hidrolases (NANDHAGOPAL et al., 2001, FUSHINOBU et al., 

2002, HABE et al., 2003). 
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A tríade catalítica do modelo da hidrolase e da estrutura cristalográfica de 

Janthinobacterium sp. J3 (HABE et al., 2003) é formada por Ser114, Asp233 e His261, 

com a ocorrência de uma ligação hidrogênio entre o aspartato e a histidina, calculada no 

Swiss-PDBViewer (GUEX E PEITSCH, 1997), similar ao que ocorre na estrutura de 

CumD (FUSHINOBU et al., 2002). A participação de Ser114 na atividade catalítica da 

enzima foi confirmada experimentalmente por RIDDLE et al. (2003b) como sendo o 

resíduo nucleofílico que promove o ataque nucleofílico que inicia a reação de hidrólise, 

cujo motivo conservado é  formado pela cavidade Gly-X-Ser-X-Gly (SATO et al., 

1997a, RIDDLE et al., 2003b).  

O resíduo nucleofílico que compõe o sítio catalítico desta enzima (Ser110) 

encontra-se em uma região de ângulos desfavoráveis no gráfico de Ramachandran 

(RAMACHANDRAN et al., 1963). Isto ocorre porque este resíduo está presente em 

uma volta, resultando em uma conformação tensionada deste resíduo, que forma uma 

estrutura chamada de cavidade nucleofílica, bastante conservada em todas as α/β 

hidrolases (NANDHAGOPAL et al., 2001). O mesmo ocorre com a Ser114 de CarC da 

cepa J3 e, conseqüentemente, com o mesmo resíduo do modelo para CarC de 

Pseudomonas sp. Os resíduos His43 e Gly44 de CarC, equivalentes a His35 e Gly36 de 

BphD (NANDHAGOPAL et al., 2001), são também altamente conservados entre as α/β 

hidrolases e podem estar envolvidos na formação do buraco do oxiânion, uma vez que o 

mecanismo catalítico parece ser similar entre as enzimas desta família.  

A disposição espacial da tríade catalítica do modelo obtido para CarC por 

homologia (Ser114, localizada na cavidade nucleofílica, Asp233 e His261) é 

apresentada na Figura 4.53. O sítio ativo é idêntico ao da enzima CarC 

Janthinobacterium sp. J3 (HABE et al., 2003).  
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Figura 4.53 Tríade catalítica do modelo obtido para CarC de Pseudomonas sp. por comparação, 

formada por Ser114 (presente em uma volta em conformação tensionada na cavidade 

nucleofílica), Asp233 e His261. Os átomos dos aminoácidos do representam: C (cinza), N 

(azul), S (amarelo) e O (vermelho). 

 

O sítio ativo de CarC (Ser114, Asp233 e His261) se encontra em uma cavidade 

situada entre o núcleo da cadeia protéica e a tampa, permitindo o acesso do substrato. 

De forma similar ao que é descrito para a enzima BphD (NANDHAGOPAL et al., 

2001) e CumD (FUSHINOBU et al., 2002), para CarC pode ser verificada a ocorrência 

de uma cavidade tubular entre os dois domínios que deve formar o sítio de ligação do 

substrato, de largura suficiente para acomodar o substrato. Nas lipases, a tampa pode 

adotar duas conformações, aberta e fechada, para acomodar substratos grandes. A tampa 

da enzima BphD não pode adotar uma posição aberta, pois está envolvida na interação 

com as subunidades adjacentes da estrutura octamérica e, desta forma, o tamanho do 

substrato não pode exceder a largura do sítio de ligação (NANDHAGOPAL et al., 

2001). Nas estruturas de CumD e CarC a região da tampa está livre para adotar estas 

conformações, pois não interage com a outra subunidade dos dímeros. Entretanto, estas 

conformações não foram discutidas na literatura (FUSHINOBU et al., 2002, HABE et 

al., 2003).  

A observação da existência de resíduos bem conservados no fundo e nas paredes 

(do núcleo) da cavidade de ligação do substrato (mesmo entre as enzimas com 30% de 

identidade seqüencial), sugere que estas partes estejam envolvidas nas interações 

ASP233 

HIS261 

SER114 
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específicas com o substrato. Já os resíduos da tampa exibem significativa diversidade 

entre as hidrolases dos produtos de meta-clivagem, sugerindo que não estão envolvidos 

nas interações com os substratos (NANDHAGOPAL et al., 2001). 

Para  as hidrolases CarC de  Janthinobacterium sp. J3 (HABE et al., 2003), CumD 

de Pseudomonas fluorescens (FUSHINOBU et al., 2002) e BphD de Rhodococcus sp. 

(NANDHAGOPAL et al., 2001), foi observado que este sítio é dividido em duas partes 

na posição da serina que compõe o sítio ativo: proximal (P) e distal (D) em relação à 

entrada do sítio. A parte P apresenta alguns resíduos polares conservados nas três 

enzimas que podem fazer interações eletrostáticas com as partes hidrofílicas dos 

substratos. Já a região D de  BphD (NANDHAGOPAL et al., 2001) é formada 

basicamente por resíduos hidrofóbicos e, em contraste, esta região de CarC encontra-se 

exposta ao solvente devido à conformação da tampa (HABE et al., 2003).  
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5 DISCUSSÃO E PERSPECTIVAS 

 

 

A degradação de carbazol e seus derivados dibenzopirróis, comumente presentes 

em combustíveis fósseis e associados a sérios problemas ambientais na sua combustão, 

como a geração e emissão de óxidos do tipo NOx, envolvidos na formação de chuvas 

ácidas e na destruição da camada de ozônio (BENEDIK et al., 1998), tem sido 

pesquisada, em particular desde a última década, devido à necessidade de redução 

destas emissões apontadas pelo Protocolo de Kyoto (HOPKIN, 2005). Além disso, estes 

compostos nitrogenados aromáticos, presentes nos óleos brasileiros, afetam 

economicamente o processo de refino, pois atuam como "venenos" dos catalisadores de 

craqueamento, inibidores da hidrodessulfuração e alteram a qualidade dos derivados de 

petróleo. Atualmente, a retirada de N e S é feita por processos de hidrotratamento, que 

utilizam altas pressões e temperaturas e afetam outros constituintes do petróleo. Estes 

problemas podem ser contornados pelo acoplamento de rotas metabólicas de 

biodegradação, devido à seletividade e condições brandas (BENEDIK et al., 1998). 

As pesquisas atualmente realizadas na área de biorrefino empregam 

microorganismos com rotas de degradação destrutiva de carbazol, o que pode provocar 

perda no poder combustível do petróleo, devido ao consumo de carbono e nitrogênio 

para o crescimento das bactérias (OUCHIYAMA et al., 1993, HISATSUKA E SATO, 

1994, GIEG et al., 1996, SHOTBOLT-BROWN et al., 1996, OUCHIYAMA et al., 

1998, KIRIMURA et al., 1999, SCHNEIDER et al., 2000, HABE et al., 2002). Uma 

das alternativas é o isolamento e identificação de cepas com rotas não destrutivas, 

similares às empregadas em biodessulfuração. Outra alternativa que tem sido estudada é 

a utilização de microorganismos geneticamente modificados com parte dos genes da 

rota, que sejam capazes de consumir parcialmente o carbazol, retirando o N e mantendo 

o esqueleto de carbono. A aplicação da tecnologia de DNA recombinante ao sistema, 

com a clonagem das enzimas da rota de degradação de carbazol permite o aumento da 

concentração pelo enriquecimento do extrato protéico nas proteínas recombinantes e o 

controle dos níveis de  expressão, o que é indispensável para obter maiores quantidades 

destes biocatalisadores para aplicações biotecnológicas na degradação de compostos 

contendo nitrogênio. Além disso, devido à capacidade de enriquecer o extrato protéico 
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nas proteínas desejadas, os sistemas recombinantes permitem a obtenção de maiores 

quantidades de proteínas em relação aos sistemas selvagens. Esta característica pode 

permitir um aumento nas taxas de degradação, uma vez que o crescimento das bactérias 

atualmente utilizadas é bastante lento, limitando seu emprego em biorrefino (RIDDLE 

et al., 2003a). 

 

Sistema recombinante para avaliar biodegradação de carbazol  

 

Com o objetivo de obter cepas recombinantes capazes de degradar carbazol, os 

genes que formam o operon car (que codificam os três complexos enzimáticos 

responsáveis pela degradação de carbazol a ácido antranílico: carbazol dioxigenase, 

CarA, dioxigenase de meta-clivagem, CarB, e HOADA hidrolase, CarC) da bactéria 

Pseudomonas stutzeri ATCC 31258/INCQS 00520, capaz de degradar carbazol como 

única fonte de carbono e nitrogênio (HISATSUKA E SATO, 1994, LARENTIS, 2003), 

foram clonados separadamente empregando sistema de recombinação sítio-específica. A 

análise destes genes por ferramentas de bioinformática permitiu o desenho de oligos 

específicos para sua amplificação pela técnica de PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase) a partir da extração de DNA de alto peso da cepa Pseudomonas stutzeri 

ATCC 31258 (HISATSUKA E SATO, 1994), empregando a enzima DNA polimerase 

de Pyrococcus furiosus, com capacidade de correção 3'-5'. Através da técnica de PCR 

foi possível obter fragmentos de aproximadamente 1100pb (carAa), 1000pb (carBaBb), 

870bp (carC) e 1700bp (carAcORF7carAd), de acordo com os tamanhos esperados 

pelas análises dos genes do operon car depositados nos bancos de dados (LARENTIS et 

al, 2003c, LARENTIS et al., 2004c). 

A eficiência da clonagem foi confirmada pelas técnicas de PCR, digestão com 

enzimas de restrição para identificação dos tamanhos dos plasmídeos e seqüenciamento. 

A estratégia de clonagem em duas etapas empregando sistema de recombinação sítio-

específica (HARTLEY et al., 2000) auxiliado pelo uso da enzima topoisomerase 

(HEYMAN et al., 1999) para a ligação dos genes amplificados por PCR aos vetores de 

clonagem, no lugar do uso de enzimas de restrição e ligase, mostrou-se simples, rápida e 

de alta fidelidade. A ligação dos produtos de PCR nos vetores pENTR empregando a 

enzima topoisomerase resultou entre 20 e 60% de clones positivos, enquanto a reação 

LR de recombinação sítio-específica para produção de pDEST apresentou 100% das 
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colônias positivas, comprovando a alta especificidade destas enzimas descritas na 

literatura (HARTLEY et al., 2000, LARENTIS et al., 2003c, LARENTIS et al., 2004c). 

Além disso, é um sistema versátil que pode ser empregado na transferência do gene 

clonado para diferentes hospedeiros e vetores de expressão, incluindo sistemas 

extremofílicos, que podem ser uma alternativa na obtenção de enzimas resistentes a 

condições extremas de temperatura, pressão, solventes e pH, o que é estratégico no 

desenvolvimento de processos de biorrefino e biorremediação (PARK et al., 2004, 

LARENTIS et al., 2005a). 

Embora o ácido antranílico ainda contenha nitrogênio, além deste composto 

apresentar menor afinidade pelos sítios ácidos dos catalisadores de refino, reduzindo sua 

desativação, o sistema permite inferir sobre a potencialidade do emprego das técnicas de 

DNA recombinante e do desenvolvimento de uma estratégia para a remoção do 

heteroátomo (RIDDLE et al., 2003a). 

 

Expressão das enzimas ativas no sistema recombinante 

 

As enzimas clonadas foram superexpressas em Escherichia coli BL21-SI 

(BHANDARI E GOWRISHANKAR, 1997), que emprega NaCl como indutor do 

promotor T7 para superexpressão de proteínas em Escherichia coli, e é deficiente em 

proteases, para minimizar a degradação de proteínas heterólogas. Os níveis de expressão 

verificados para os plasmídeos construídos por recombinação sítio-específica e 

induzidos com sal foram similares aos obtidos empregando os sistemas clássicos de 

clonagem em vetores pUC induzidos por IPTG (IWATA et al., 2003, LARENTIS et al., 

2004d, LARENTIS et al., 2004e, LARENTIS et al., 2005a, LARENTIS et al., 2005b), 

com custos bastante inferiores em relação a este composto. 

As enzimas da rota de degradação de carbazol de Pseudomonas stutzeri (ATCC 

31258) clonadas por recombinação sítio-específica e expressos em Escherichia coli 

foram caracterizadas por medidas de atividade e por modelagem por homologia, que 

auxiliaram no entendimento do mecanismo de atuação de cada uma das enzimas e da 

rota. Os emprego de células íntegras (sistema de resting cells) como catalisador 

(MONTICELLO, 1998) foi confirmado como uma técnica segura e promissora, uma 

vez que os compostos da rota são capazes de atravessar a membrana celular e os 

cofatores são supridos pelo meio, sem a necessidade de reposição, tornando-o mais 
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simples, menos custoso e facilitando a recuperação das células. Estes resultados 

corroboram dados de SATO et al. (1997a), NOJIRI et al. (1999) e NAKAGAWA et al. 

(2002), que empregaram sistemas de resting cells com outras bactérias capazes de 

degradar compostos da rota de carbazol.  

O emprego de Escherichia coli como sistema de expressão mostrou-se bastante 

adequado, uma vez que muitos estudos têm sido feitos para melhorar seu desempenho e 

a versatilidade como hospedeiro heterólogo, visando desenvolver estratégias para 

contornar algumas dificuldades relacionadas à produção de proteínas recombinantes 

biologicamente funcionais, ativas e solúveis em larga escala (WALL E PLÜCKTHUN, 

1995, KURLAND E GALLANT, 1996, MAKRIDES, 1996, WEICKERT et al., 1996, 

BHANDARI E GOWRISHANKAR, 1997, LILIE et al., 1998, BANEYX, 1999).  

Foram testados sistemas de células íntegras em altas concentrações (resting cells) 

e extrato celular (células rompidas) na avaliação da degradação de carbazol empregando 

as cepas recombinantes Escherichia coli BL21-SI com CarA, CarB e CarC. A atividade 

das enzimas foi confirmada empregando sistemas in vitro, com os devidos cofatores, e 

empregando células íntegras como catalisador (resting cells). Os resultados de atividade 

foram comparáveis aos apresentados na literatura para a dioxigenase de meta-clivagem 

recombinante (Tabela 2.2) de Pseudomonas sp. CA10 (SATO et al., 1997a, IWATA et 

al., 2003), Pseudomonas stutzeri OM1 (OUCHIYAMA et al., 1998), Pseudomonas sp. 

LD2 (GIBBS et al., 2003), Sphingomonas CB3 (SHEPHERD E LLOYD-JONES, 1998) 

e para HOADA hidrolase (Tabela 2.3) de Pseudomonas sp. CA10 (SATO et al., 1997a, 

NOJIRI et al., 2003, HABE et al., 2003), de Pseudomonas sp. LD2 (RIDDLE et al., 

2003b) e de Janthinobacterium sp. cepa J3 (HABE et al., 2003). Para CarAa os 

resultados obtidos, embora ainda incipientes, dão indícios de que esta etapa seja a mais 

lenta da reação, corroborando alguns resultados da literatura (RIDDLE et al., 2003a).  

A degradação de 120µM (20ppm) de carbazol por CarA foi confirmada por 

cromatografia gasosa empregando extratos totais das cepas expressando as subunidades 

CarAa e CarAc/CarAd por 15h a 30°C em Tris-HCl 50mM pH7,5, com a adição de 

cofatores NADH, FAD, sulfato ferroso amoniacal como fonte de Fe(II) e ácido 

ascórbico como agente redutor, além de Tween 20. Para CarB foi obtida uma taxa de 

0,53 (µmoles.mg proteína-1.min-1) e para CarC de 1,09 (µmoles.mg proteína-1.min-1), 

medidos a 35°C em Tris-HCl 50mM (pH 7,5), respectivamente, pela produção e 

consumo do composto amarelo HOPDA a partir de 100µM do substrato de cada reação, 
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em células íntegras (resting cells) (LARENTIS et al., 2005b). A enzima CarC 

apresentou atividade tanto em células íntegras quanto em extrato celular (células 

rompidas por sonicação), enquanto a enzima CarB apresentou atividade para extrato 

celular somente após a adição de cofatores (sulfato ferroso amoniacal como fonte de 

Fe(II) e ácido ascórbico como agente redutor). Isto indicou que CarB requer o emprego 

de cofatores, e  neste caso o sistema de emprego de células íntegras como catalisador é 

o mais eficiente, mais simples e menos dispendioso. CarC não apresentou a necessidade 

de cofatores, mas ainda assim o sistema de resting cells mostrou-se promissor por 

facilitar o processo principalmente para a recuperação das células e do produto que é 

transportado através da membrana celular. Os resultados de taxas obtidos são 

promissores para emprego na degradação de carbazol e derivados (LARENTIS et al., 

2005b). As taxas específicas para células íntegras, obtidas em função dos resultados de 

peso seco (1,25mg célula seca/mL de meio saturado), foram na ordem de  

0,5 (µmoles.min-1.mg cel. seca-1) para cada etapa, comparativamente superiores às taxas 

(8-10 µmol/min/g cel. seca) obtidas para conversão a ácido antranílico por resting cells 

cepas Sphingomonas sp. GTIN11 e CDH-7 (KILBANE II et al., 2002). Ainda, uma 

parte considerável da expressão de CarAa ocorreu sob a forma de corpos de inclusão, 

apesar do emprego da cepa BL21-SI, enquanto para CarB foi possível purificar a 

enzima expressa com cauda de histidina empregando somente a fração solúvel. 

 

Planejamento experimental para otimização de expressão de proteínas 

 

Para a carbazol dioxigenase, houve a necessidade de otimização das condições de 

expressão. A influência de algumas variáveis importantes (temperatura, tempo e 

concentração celular) na indução com sal das componentes da carbazol dioxigenase 

(CarAa, CarAc, CarAd) foi analisada empregando planejamento experimental a dois 

níveis (BOX E DRAPER, 1987), buscando a otimização da expressão destas proteínas. 

Foi verificado que cada uma das subunidades da CarA apresenta uma resposta diferente 

para cada uma das variáveis analisadas (LARENTIS et al., 2005c) e grande 

sensibilidade das subunidades de CarA às condições de indução, uma vez que em 

algumas destas condições não foi verificado expressão nem atividade sobre a 

degradação de carbazol. Já CarB e CarC mostraram-se menos sensíveis às condições de 

expressão, sendo verificada degradação de 2,3-DHBP e HOPDA em crescimento 

concomitante com a indução das enzimas por sal em BL21-SI.  
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O planejamento experimental fatorial mostrou-se uma valiosa ferramenta na 

análise das variáveis de indução envolvidas na expressão das componentes 

recombinantes da carbazol dioxigenase e na determinação de condições otimizadas. As 

técnicas de planejamento experimental estão bastante consolidadas na área de 

processos, inclusive biotecnológicos, para análise de efeitos de variáveis e otimização 

das condições de processo. Entretanto, na área de biologia molecular verificam-se 

poucos trabalhos em que a metodologia de planejamento experimental é empregada na 

expressão heteróloga de proteínas recombinantes, em particular em Escherichia coli. O 

mais usual é a avaliação dos efeitos de cada variável separadamente (MADURAWE et 

al., 2000, GUPTA et al., 2001), o que pode levar a interpretações errôneas dos dados 

obtidos, pois não são considerados efeitos de interação entre as variáveis analisadas, não 

permitindo uma análise do processo global (como a busca de sua otimização), além de 

usualmente exigir um número maior de experimentos para alcançar as mesmas 

conclusões obtidas com o planejamento fatorial. No caso do estudo de expressão de 

proteínas heterólogas, as técnicas de planejamento experimental podem ser muito úteis 

na otimização do processo, visando às melhores condições para obtenção de proteínas 

funcionais na maior quantidade possível. Além disso, o emprego destas técnicas, 

buscando maior integração entre ferramentas usuais de áreas distintas, permite um 

conhecimento maior das variáveis que influenciam a expressão de proteínas. As mais 

relevantes, particularmente na expressão das enzimas da rota de degradação de carbazol 

(SATO et al., 1997a, SATO et al., 1997b, OUCHIYAMA et al., 1998, NAM et al., 

2002b, RIDDLE et al., 2003b), são temperatura, pH, diferentes meios de cultivo (meio 

rico, meio mínimo, razão C/N), concentração de antibiótico (que confere pressão 

seletiva devido ao gene de resistência presente no plasmídeo), aeração e condições de 

indução (temperatura, tempo, concentração celular, concentração do indutor). 

 

Modelagem estrutural das enzimas por homologia 

 

Para auxiliar no entendimento do mecanismo das reações envolvidas na 

degradação de carbazol, foram construídos modelos estruturais por modelagem 

comparativa para a proteína α3-homotrimérica CarAa (SATO et al., 1997b, LARENTIS 

et al., 2003a, LARENTIS et al., 2004f) e os monômeros CarAc e CarAd (SATO et al., 
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1997b, LARENTIS et al., 2003b), assim como para o α2β2-heterotetrâmero CarB 

(SATO et al., 1997a, IWATA et al., 2003, LARENTIS et al., 2005d) e homodímero 

CarC (SATO et al., 1997a, NOJIRI et al., 2003, HABE et al., 2003).  
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Figura 5.1 Modelos por homologia das enzimas da rota de degradação de carbazol a ácido 

antranílico, cujos genes (operon car) de Pseudomonas stutzeri ATCC 31258 foram clonados por 

recombinação sítio-específica e expressos em Escherichia coli (LARENTIS et al., 2004e). 

 

O modelo do trímero de CarAa (LARENTIS et al., 2003a, LARENTIS et al., 

2004f) e das demais subunidades, CarAc e CarAd, foram empregados em uma avaliação 

prévia de como se dá a formação do complexo enzimático da carbazol dioxigenase 

(LARENTIS et al., 2003b, LARENTIS et al., 2004a). Entretanto, não foi possível 

determinar como se dá a interação entre elas a partir da análise da superfície 

eletrostática dos modelos (LARENTIS et al., 2003b). Ainda estão em andamento as 

análises de como ocorre a formação do complexo enzimático para a transferência de 

elétrons necessária à atividade enzimática e uma das perspectivas é a utilização da 

técnica molecular de duplo híbrido para determinar experimentalmente quais 

subunidades interagem para posterior emprego de técnicas de ancoramento (docking) in 

silico para a caracterização de possíveis regiões de ligação dos modelos tridimensionais.   

O modelo heterotetramérico obtido para CarB permitiu inferir sobre a forma do 

sítio de ligação do substrato e validou o sítio ativo da enzima, formado por Fe(II) 

(LARENTIS et al., 2004b), explicando os resultados experimentais de perda de 

atividade enzimática com extrato celular pela oxidação do metal e retorno de sua 

atividade com a adição dos cofatores (sulfato ferroso amoniacal e ácido ascórbico), 
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assim como seu comportamento frente a diferentes substratos (LARENTIS et al., 

2005d). 

O conhecimento destas enzimas, seu funcionamento e seletividade quanto a 

diferentes compostos nitrogenados, é essencial para o desenvolvimento de 

biocatalisadores para biorrefino e/ou biorremediação de petróleo. Por isso, a 

caracterização estrutural das subunidades protéicas que formam os complexos 

enzimáticos da rota de degradação do carbazol e de seus sítios catalíticos é uma 

ferramenta potencial para entender o mecanismo das reações, uma vez que somente as 

estruturas de CarC (HABE et al., 2003) e da componente CarAc (NAM et al., 2005) são 

conhecidas. Estas estruturas foram empregadas para confirmar a validade da 

metodologia de modelagem por homologia empregada (LARENTIS et al., 2004d). A 

modelagem de proteínas por homologia ou comparação é o método de maior acurácia 

de predição de estruturas tridimensionais. A acurácia global do método de modelagem 

comparativa é bastante variável, indo dos modelos de baixa resolução, nos quais 

geralmente apenas o enovelamento está correto, até os modelos de resolução 

comparáveis às das estruturas determinadas experimentalmente (MARTÍ-RENOM et 

al., 2000). Porém, mesmo os modelos de baixa resolução, que algumas vezes 

apresentam resultados errôneos, podem ser muito úteis em estudos biológicos. Em geral, 

estes modelos apresentam informações suficientes e essenciais sobre o arranjo espacial 

de importantes resíduos e são capazes de auxiliar no entendimento estrutural da proteína 

e conseqüentemente, podem fornecer valiosas indicações do seu funcionamento 

experimental (PEITSCH, 1995, PEITSCH, 1996, MARTÍ-RENOM et al., 2000).  

 

Perspectivas na área de biodesnitrogenação 

 

A partir dos resultados de modelagem estrutural, que permitem inferir sobre os 

sítios ativos e de ligação dos substratos de cada uma das enzimas, pode-se empregar 

técnicas de biologia molecular para buscar enzimas capazes de degradar uma gama de 

substratos, com alta especificidade e altas taxas de atividade de degradação, e estáveis 

em condições temperatura, pressão, solventes e pH, empregadas nos processos de 

biorrefino e biorremediação. As técnicas de mutagênese ou evolução sítio-dirigida e de 

“DNA shuffling” podem ser empregadas tanto no melhoramento das enzimas quanto no 

desenvolvimento de novas enzimas híbridas ou quimeras, a partir de diferentes genes, 
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que apresentem as características necessárias para as aplicações industriais 

(McFARLAND, 1999, MONTICELLO, 2000, DALBY, 2003). Estas técnicas foram 

empregadas para modificar as características do gene dszC, que codifica a enzima 

dibenzotiofeno monooxigenase, que catalisa a primeira e limitante etapa na degradação 

de DBT pela rota 4S (COCO et al., 2001, ACERO, sem data), levando ao aumento nas 

taxas de dessulfuração. As taxas de degradação, mesmo com aumento para os sistemas 

recombinantes e empregando altas densidades celulares, ainda são o principal problema 

para empregar microorganismos em sistemas industriais de dessulfuração e 

desnitrogenação. MONTICELLO (2000) discute que são necessárias taxas sustentáveis 

bastante superiores às apresentadas pelas cepas atualmente estudadas, acima de 

20µmoles de produto de degradação/min/g de catalisador. Para efeitos de comparação, 

as taxas específicas obtidas para a dessulfuração de DBT empregando cepas 

recombinantes obtidas pela clonagem dos genes da rota 4S de Rhodococcus foi de  

4,7 (µmoles 2-HBP/min/g células secas) (KILBANE II, 2004) e, para cepas de 

Rhodococcus não modificadas geneticamente, de 0,1-0,5 (µmoles 2-HBP/min/g células 

secas) (McFARLAND, 1999). Por estas características, o processo de dessulfuração já 

testado comercialmente emprega como etapa inicial a hidrodessulfuração (HDS) das 

frações destiladas de petróleo para reduzir a quantidade de enxofre, seguido da 

biodessulfuração (BDS) para retirar o enxofre restante, chegando a 50ppm ou menos 

(MONTICELLO, 1994, MONTICELLO, 1998, LANGE E PACHECO, 1999, 

KILBANE II, 2004). Desta forma, a complementação entre os dois processos pode ser 

visualizada como uma alternativa viável na aplicação de biodesnitrogenação.  

Para que o sistema desenvolvido seja promissor em termos de aplicação em 

biorrefino, deve ser testada a degradação de carbazol a ácido antranílico empregando as 

células recombinantes obtidas, a degradação de diferentes substratos, assim como clonar 

o operon car completo em um único plasmídeo. Isto pode ser feito a partir da 

amplificação de todos os genes, de cerca de 6kb, empregando os oligos já desenhados e 

uma enzima capaz de copiar genes mais longos, que ainda não foi bem sucedida. A 

caracterização quantitativa deste sistema permitirá avaliá-lo e comparar as taxas de 

crescimento e de degradação de carbazol com cepas selvagens já caracterizadas, 

indicando seu potencial biotecnológico nas aplicações de biorrefino. Neste sentido, os 

resultados preliminares do emprego das cepas recombinantes (LARENTIS et al., 2005a, 

LARENTIS et al., 2005d) são promissores e corroboram alguns outros relatados na 
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literatura (RIDDLE et al., 2003a, LI et al., 2004), principalmente para biodessulfuração 

(LANGE E PACHECO, 1999).  

Além de explorar as características genéticas dos hospedeiros empregados na 

superexpressão de proteínas recombinantes, como o desenvolvimento de diferentes 

promotores para indução de Escherichia coli (MAKRIDES, 1996, HANNING E 

MAKRIDES, 1998), inclusive por temperatura (SEEGER et al., 1995, SCHMIDT et al., 

1999), as condições e estratégias de processo são essenciais para melhorar o rendimento 

na produção das mesmas (WATERS E NEUJAHR, 1994). Como a maioria das 

proteínas heterólogas localiza-se intracelularmente na bactéria recombinante, a 

produtividade é proporcional à densidade celular final e à produtividade específica 

(LEE, 1996). Por isso, uma das formas de aumentar a quantidade de proteína produzida 

é o cultivo da bactéria em altas densidades celulares pela redução dos efeitos 

indesejáveis que possam ocorrer, como inibição por substrato, limitação da capacidade 

de transferência de oxigênio ou formação de metabólitos que inibam seu crescimento 

(WATERS E NEUJAHR, 1994, KORZ et al., 1995, SEEGER et al., 1995, KWON et 

al., 1996, LEE, 1996, WANG E LEE, 1997, MADURAWE et al., 2000, GUPTA et al., 

2001). Desta forma, é descrito na literatura que a estratégia de alimentação (LEE, 1996), 

de aeração (WATERS E NEUJAHR, 1994, KORZ et al., 1995, LEE, 1996, 

BHATTACHARYA E DUBEY, 1997, GOMBERT E KILIKIAN, 1998, ALBA E 

CALVO, 2000, GUPTA et al., 2001), a composição do  meio e fontes de carbono na 

alimentação (WATERS E NEUJAHR, 1994, KORZ et al., 1995, LEE, 1996, WANG E 

LEE, 1997, MADURAWE et al., 2000, GUPTA et al., 2001, FUCHS et al., 2002), 

temperatura (LEE, 1996, GUPTA et al., 2001), concentração dos antibióticos (GUPTA 

et al., 2001) influenciam no cultivo de Escherichia coli em altas densidades celulares, 

uma vez que permitem controlar o metabolismo celular e evitar a formação de produtos 

indesejáveis, além de controlar e/ou evitar a agregação das proteínas expressas em 

corpos de inclusão insolúveis (BANEYX, 1999). Estas variáveis devem ser levadas em 

conta na otimização de processo de produção de proteínas recombinantes de interesse 

biotecnológico. O aumento de escala da expressão das enzimas recombinantes de 

degradação de carbazol, mediante cultivos de Escherichia coli em altas densidades 

celulares (LEE, 1996) pode melhorar as taxas significativamente, empregando técnicas 

de bioprocessos, como planejamento experimental, estratégias de operação de 

biorreatores, modelagem, estimação de parâmetros e otimização e estudos cinéticos. A 
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avaliação cinética da produção das enzimas recombinantes em biorreatores, com 

estudos de aeração para cultivo de altas densidades celulares e determinação das 

condições ótimas de processo por planejamento podem melhorar significativamente sua 

expressão, levando, conseqüentemente, ao aumento nas taxas de degradação.  

Além disso, a partir dos resultados experimentais que permitiram inferir sobre a 

etapa mais lenta da reação, estudos de modelagem enzimática de cada etapa da rota 

podem auxiliar na avaliação das velocidades de cada uma das etapas da reação e buscar 

determinar a quantidade de enzima necessária em cada etapa para uma otimização do 

processo (LARENTIS, 2003). Em última instância, a modelagem pode auxiliar a 

determinar uma possível necessidade de clonagem de um maior número de cópias do 

gene que codifica determinada enzima mais lenta.  

O sistema recombinante de degradação de carbazol também deve ser testado 

enzimaticamente em sistema com fase líquida não aquosa (óleo-água), com exploração 

dos efeitos de razão fase orgânica/fase aquosa, e diferentes meios e solventes 

(KIRIMURA et al., 1999, RIDDLE et al., 2003a, LI et al., 2004), visando à avaliação 

na degradação de carbazol em frações de petróleo. Resultados de  biodessulfuração de 

DBT (LANGE E PACHECO, 1999, McFARLAND, 1999), assim como de degradação 

de carbazol (LI et al., 2004), empregando sistemas de duas fases (solvente e água) 

indicam que são obtidas taxas maiores nestas condições de processo em comparação 

com sistemas aquosos. No caso de uso de Escherichia coli recombinante nos processos 

de degradação de carbazol empregando solventes em sistemas bifásicos, há poucos 

resultados na literatura que permitam inferir previamente sobre o efeito de sua 

toxicidade sobre a bactéria: cepas clonadas com os genes de carABC de Pseudomonas 

sp. LD2 não foram ativas em presença de xileno, mas foram capazes de degradar 

carbazol solubilizado em diesel de forma similar às cepas de Pseudomonas putida 

recombinantes (RIDDLE et al., 2003a). Uma alternativa de hospedeiro seria o uso nas 

próprias cepas Pseudomonas (SCHWEIZER, 2001, RIDDLE et al., 2003a), que 

apresentam interação com a fase orgânica, embora além de serem sistemas 

recombinantes menos usados, podem degradar todo o esqueleto de carbono do carbazol.  

Com a confirmação do aumento nas taxas de degradação de carbazol empregando 

sistemas recombinantes, abre-se a perspectiva de investir na retirada do heteroátomo de 

nitrogênio, viabilizando a expressão heteróloga de uma enzima capaz de degradar ácido 

antranílico sem consumir o esqueleto de carbono da molécula, como AntABC, 
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responsável pela dioxigenação que converte ácido antranílico em catecol, que não foi 

bem sucedida pela técnica clássica de clonagem (NOJIRI et al., 2001a). Outros tipos de 

enzimas que podem estar presentes em diferentes microorganismos, capazes de retirar 

seletivamente o átomo de nitrogênio em uma das etapas da degradação de carbazol, 

podem ser empregadas no desenvolvimento de novas rotas biotecnológicas ou na 

utilização de técnicas como engenharia metabólica no desenvolvimento destas enzimas. 

Um exemplo é apresentado por KILBANE II (2004), que discute a degradação de 

carbazol sob esta perspectiva, com o emprego de uma deaminase ou amidase capaz de 

clivar a ligação C-N após a primeira etapa da conversão de carbazol por dioxigenação, 

com liberação de amônia e manutenção do esqueleto de carbono da molécula de 

carbazol. A obtenção de uma enzima com estas características pode auxiliar no 

desenvolvimento de processos de biodesnitrogenação de petróleo (BDN).  

Além disto, o descobrimento de novos microorganismos, como aqueles 

pertencentes ao domínio Archaea, que são microorganismos em sua maioria 

extremofílicos e possuem enzimas capazes de tolerar condições extremas de 

temperatura, pressão, pH, sais, solventes (CARDOSO et al., 2003), capazes de degradar 

estes compostos nitrogenados, também é de grande interesse biotecnológico. Entretanto, 

dos organismos deste domínio conhecidos até o presente, há somente evidências de que 

tenham capacidade de degradar compostos com enxofre, como é o caso da degradação 

de DBT (ISHII et al., 2000, FURUYA et al., 2001). Uma estratégia de clonagem 

promissora, visto que não foram encontradas proteínas homólogas às enzimas de 

degradação de carbazol em microorganismos termofílicos (LARENTIS, 2003), seria a 

expressão destas enzimas mesófilas em hospedeiros extremofílicos. Uma possível 

expressão destes genes em hospedeiros termofílicos pode resultar em aumento da 

temperatura ótima das enzimas. Este enfoque foi tentado inicialmente pelo grupo de 

pesquisa de Kilbane II (PARK et al., 2004), que expressaram as duas componentes da 

enzima  CarBaBb de Sphingomonas sp. GTIN11 no microorganismo termofílico 

Thermus thermophilus. Apesar de promissora, a expressão heteróloga de genes em 

sistemas termófilos é incipiente e muitos outros estudos ainda são necessários para 

melhorar os níveis de expressão. O sistema de clonagem por recombinação sítio-

específica foi escolhido por apresentar versatilidade, alta eficiência e fidelidade, 

independente do vetor ou hospedeiro empregado (HARTLEY et al., 2000), podendo ser 

visualizado como um sistema de clonagem para expressão em termofílicos. 
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