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RESUMO

Esta invencao refere-se a um processo biologico para a biossintese de dois
solutos intracelulares identificados como fosfato de di-manosil-di-mio-inositol e fosfato
de 1,3-di-mio-inositol. Foram identificados nas bactérias hiperterméfilas Thermotoga
maritima e Thermotoga neapolitana (To de crescimento de 80°C), durante
crescimento a temperaturas supra-optimas em meio complexo. As condicdes
ambientais necessarias a sua acumulacéo em concentracdes elevadas indicam que
estes novos solutos compativeis possam exercer um efeito protector de
macromoleculas (nomeadamente biocatalisadores) e células contra operacgdes que
envolvam aguecimento, secagem e/ou congelamento.
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guanidina, com o intuito de estabilizar a sua actividade a curto e a longo prazo.

utilizados nas industrias farmacéutica, cosmética, de detergentes e outras.

animais e vegetais, bem como de 6rgaos perfundidos.

O fosfato de di-manosil-di-mio-inositol e o fosfato de 1,3-di-mio-inositol podem ser
utilizados em processos catalisados por enzimas a temperaturas elevadas ou quando
estes operam na presenca de desnaturantes quimicos como detergentes, solventes
organicos, agentes oxidantes ou agentes caotrépicos como ureia e cloreto de

O fosfato de di-manosil-di-mio-inositol e o fosfato de 1,3-di-mio-inositol podem
também ser utilizados na estabilizacdo de lipossomas e outros sistemas de
membranas utilizados na microencapsulagdo de farmacos, e de outros compostos

O fosfato de di-manosil-di-mio-inositol e o fosfato de 1,3-di-mio-inositol podem
ainda ser utilizados durante a secagem de proteinas e células inteiras para o seu
transporte e conservagao prolongada, e ainda como adjuvantes para a conservagao
por liofilizagcdo ou a temperaturas baixas de estirpes microbianas e linhas de células
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DESCRICAO

"Utilizacao de fosfato de di-manosil-di-mio-inositol e de fostato de
1,3'-di-mio-inositol na termoestabilizacao, osmoproteccio e

proteccao contra a desidratacao de componentes celulares e células"

Varios solutos intracelulares de baixo peso molecular acumulam em niveis
elevados em alguns microrganismos quando estes sio sujeitos a condi¢des ambientais
extremas, nomeadamente de agressdo osmotica. Estes solutos sarvem geralmente
como osmoélitos em organismos halotolerantes ou halofilicos (que toleram ou exigem
meios com elevadas concentrages salinas, respectivamente), ou ainda como reservas
de carbono e energia. Na célula, os osmélitos tém como fungdo manter a pressio de
turgesceéncia e o volume celular, sem que a sua acumulagio prejudique as estruturas e
funcionamento celulares em condigdes de agressio osmdtica. Praticamente todos os
organismos halotolerantes ou haldfilos até agora examinados acumulam ou ides
inorganicos (K7, Na”, Cl) ou solutos orginicos. Estes, também designados por
solutos compativeis, incluem agticares, aminodcidos e substincias derivadas de
aminodcidos, polidis e oligopeptideos [1].

Para além de serem compativeis com a actividade celular normal. os osmdlitos
sintetizados em condi¢des de agressio ambiental exercem um efeito estabilizador
acentuado sobre as macromoléculas constituintes celulares. nomeadamente nas
proeinas. Tem sido constatado que os solutos compativeis tém um efeito positivo
quer na estabilizagio térmica das proteinas, quer na sua estabilizagdo na presenca de
agentes desnaturantes, como detergentes, solventes OTEANICOS OU agentes CioUrdpicos
- ureia e cloreto de guanidina. Virios estudos tm incidido sobre o mecanismo
molecular envolvido na estabilizacio da estrutura de proteinas por diferentes solutos
de baixo peso molecular, nomeadamente osmalitos (2.3.4].

A adigdo de compostos de baixo pelo moleculur a solugdes contendo proteinas

conduz u alteragdes dus propriedades fisicas da dgua, tendo como consequéncia um



aumento da sua tensdo superficial ¢ a exclusio desses compostos du interface deua-
proteina. Assim, a esgutura da dgua envolvida nas camadas de hidratagdo das
proteinas fica num estado de elevada organizagio, o que gera uma situagio
termodinamicamente desvatordvel e que conduz & minimizagio da drea de interface
dgua-proteina. A drea superficial das proteinas globulares € menor no estado nativo
do que no desnaturado. deslocando-se o equilibrio proteina nativa e desnaturada
para a esquerda, do que resulta uma maior estabilizacdo da estutura nativa. Esta
mator estabilizagdo das proteinas, induzida pela presenga de compostos de baixo peso
molecular em solugdo aquosa, permite que biocaralisadores funcionem e catalisem
reacgdes especificas em condigdes extremas de temperatura, pressio, forga iénica, pH
ou na presenga de solventes orgdnicos e detergentes. Esta capacidade estabilizante
dos compostos compativeis reveste-se da maior importincia visto que uma das
prioridades da biotecnologia moderna passa pela obtengio de biocatalisadores
estdveis ou de agentes que estabilizem os biocatalisadores contra a inactivacio
térmica e quimica.

E também de salientar que os solutos compativeis contrariam os efeitos
prejudiciais provocados pela desidratagdo em proteinas (5], membranas celulares [6]
e células (7.8]. Apesar da importdncia dos processos de secagem e congelacio na
conservagio e armazenagem de amostras bioldgicas ocorrem sempre  efeitos
indesejdvels nestas operagoes, tais como a desnaturagiio de proteinas sensiveis ou o
decréscimo na viabilidade de muitos tipos de células. A preservacio de componentes
celulares quando desidratados e/ou congelados tem grande importdncia em aplicagdes
em medicina (conservagdo de tecidos e outros produtos de origem bioldgica), na
inddstria farmacéutica (microencapsulacido de firmacos), cosmética (lipossomas), na
industria - alimentar  (conservagio de alimentos) e em investicagdo cientifica
(manutengdo de colecgbes de culturas de microrganismos). Nos processos de
desidratagdo de membranas celulures e células a remogio da deua ligada aos arupos
tonicos polares das bicamadas lipidicas, conduz a uma transigido de fuse dessuas
estruturas lipidicas. Apds re-hidratagdo, as membranas secas sofrem uma transicao de
fase inversa, ocorrendo geralmente, defeitos que provocam rupturas em algumas

regides das membranas. A proteccgido exercida pelos solutos de baixo peso molecular
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nas membranas celulares e células reluciona-se com o facto destes COMpPOstos
substituirem a dgua (removida na secagem) entre as cabegus polares dos lipidos,
promovendo a manutengdo da mesma fase lipidica. mesmo quando estas estruturas se
encontram desidratadas. Nos processos de desidratagio de proteinas 0s compostos de
baixo peso molecular exercem uma proteccio através de um mecanismo de que
resulta uma maior estabilizagio da estrutura nativa, andlogo ao efeito de proteccio
exercido por solutos em proteinas, quando sujeitas a temperaturas elevadas ou 3
presenga de agentes desnaturantes em solugio aquosa. Assim, a integndade destas
estruturas € mantida e a sua actividade normal recuperdvel numa maior extensido.
Foram identificados alguns solutos em bactérias e arquebactérizs
hipertermofilas (temperatura minima de crescimento de 70°C) que revelaram exerce
fun¢Ges de termoproteccgdo. Esta conclusio baseia-se essencialmente no facto de
estes solutos se acumularem preferencialmente durante o crescimento a lemperaturas
supra-optimas. Estdo nestas condigdes os solutos fostato de L. I'-di-mio-inositol em
Pyrococcus furiosus e 2,3'-ciclo-difosfoglicerato em Methanothermus JServidus [9.10].
Os compostos, objecto da presente invengdo, fosfato de di-manosil-di-mio-
inositol e fosfato de 1,3'-di-mio-inositol podemn ser obtidos por fermentacao de duas
bactérias hipertermdfilas e haldfilas Thermotoga maritima e Thermotoga
neapolitana, &  temperatura de 88°C (sendo a temperatura optima de 80°C),

utilizando um meio de crescimento (11} que contém em 1 litro de dgua destilada: 3

[$e]

de amido, 0,5g¢ de KH,PO,, 20g de NaCl, 0.5g de extracto de levedura, 0,5g de
cisteina-HCl, 2mg de NiCl,.6H,0, 2mg de biotina, 20mM de tiossulfato, 15 ml de
uma solug¢do de oligoelementos (que contém em | litro de dgua destilada: 1,5g de
acido nitriloacético, 3g de MgSO,.2H.0, 0,5g MnSO..2H,0, Ig NaCl, 0,1g de
FeSO,.7H,0, 0,18z de CoSO,.7H-0. 0.lg de CaCl,.2H-0, 0.182 de ZnSO,.7H-0.
00lg CuSO,5H,O, 0.02g de KAISO.)..12H,0. 00lg de H.BO;. 00le ¢
NuaMo04.2H,0, 0,025¢ de NiCl.6H.0 ¢ 0.3g de Nu:Se0;.5H-0). 250 ml de uma
solugdo de dgua do mur (que contém em | litro de dgua destluda: 27,75 de NaCl. 7o
de MgSO.:.2H,0, 5,5¢ de MeCl-.6H-0, 0.65g de KCI, 0.1g de NaBr (KBr). 30 mg de
H:BOs. 15 mg de SrCl.6H-0, 10 mg de dcido citrico, (.03 mg de Kl e 2,25 me de

CaCly.2H,0). O meio foi ucertado com uma solugio de H.SO. a pH 6.5, A




recuperagdo deste soluto é feita por extracgdo das células a 100°C com uma mistura
de etanol:dgua a 80% [9].

O tacto dos solutos apresentados nesta invengdo, fostato de di-manosil-di-mio-
inositol e fosfato de 1,3-di-mio-inositol, serem sintetizados por organismos
hipertermotilos, ¢ da sua concentragio intracelular aumentar drasticamente a
temperaturas de crescimento supradptimas, toma estes novos solutos excelentes
candidatos a agentes termoestabilizadores.

Os compostos da presente invengdo podem ser utilizados na termostabilizacio
de varios biocatalisadores com interesse indusuial afectados por inactivacio,
diminuigdo de eficiéncia, a temperaturas de operagdo elevadas, tal como acontece na
industria dos detergentes, tratamento de pasta de papel, etapas nos processos de
engenharia genética, etc,.

Os compostos da presente invenglo podem ser utilizados como protectores de
biocatalisadores na presenga de agentes desnaturantes como solventes orgdnicos,
detergentes, agentes oxidantes ou agentes caotropicos, tais como ureia e cloreto de
cuanidina.

Estas utilizagdes podem ser confirmadas pela determinacio de actividades
enzimaticas de um determinado biocatalisador em fungio da temperatura e da
concentragdo de agentes desnaturantes, na presencga e na auséncia destes solutos.

Os compostos da presente invengdo podem ser utilizados como protectores
contra os efeitos negativos durante a secagem e/ou congelamento de componentzs
celulares (como proteinas e biomembranas), lipossomas, células ou mesmo tecidos.

Esta utilizagdo pode ser confirmada adicionando estes solutos aos
componentes celulares ou células antes do processo de secagem e/ou congelagdo.
Apos re-hidratagdo efou descongelamento, avalia-se o grau de manutencao da
conformagdo moleculur (quando se trata de biocatalisadores ou biomembranas) ou da

viabilidade celular (quando se trata da conservagio de célulus).
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REIVINDICACOES

1

Processo novo que envolve a biossintese de dois compostos novos de baixo peso-
molecular, o fosfato de di-manosil-di-mio-nositol € o tosfato de 1,3'-di-mio-
inositol, pelas estirpes bacterianas Thermotoga maritima € Thermotoga neapolitana
caracterizados como agentes termoestabilizadores sobre macromoléculas bioldgicas,
uma vez que sdo produzidos por microrganismos hipertermofilos (T, de
crescimento de 80°C) e sdo acumulados em concentragdes crescentes a temperaturas

de crescimento supra-optimas.

2
Processo novo de acordo com a reinvindicagdo 1, caracterizado pelo facto do
fosfato de di-manosil-di-mio-inositol e do fosfato de 1,3-di-mio-inositol, quando
adicionados a solugdes contendo biocatalisadores permitirem a sua funcionalidade a

temperaturas a que normalmente ocorreria a sua desnaturagdo e inoperacionalidade.

3
Processo novo de acordo com a reinvindicagdo 2, caracterizado pelo facto do
fosfato de di-manosil-di-mio-inositol e do fosfato de 1,3'-di-mio-inositol quando
adicionados a solugdes contendo biocatalisadores permitirem a sua resisténcia a
agentes desnaturantes como detergentes, solventes orgdnicos, agentes oxidantes e

outros.

4

Processo novo de acordo com qualquer das reinvindicagdes anteriores caracterizado
pelo facto dos dois noves compostos, o fosfato de di-manosil-di-mio-inositol e o
fosfato de 1,3'-di-mio-inositol, poderem ser utilizados para a conservagio por
liofilizagdo e conservagdo a temperaturas baixas de proteinas, membranas lipidicas e

de linhas de células microbianas, vegetais e animais, bem como de 6rgios



perfundidos, promovendo a manutengdo da conformagdo nativa destas estruturas,

compativel com a sua posterior utilizagao.

5
Processo novo de acordo com as reivindicagdes anteriores caracterizado pela
utilizagao de fosfato de di-manosil-di-mio-inositol e de fosfato de 1,3'-di-mio-
inositol na estabilizagao de lipossomas e outros sistemas de membranas usados para
microencapsulagdo de fdrmacos e de outros compostos com aplicacdes nas

indistrias farmacéutica, cosmética, de detergentes e outras.
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