
Mutagênese (tecnologia do DNA recombinante):  mutantes com alterações limitadas 
- Sítio-dirigida ou  sitío-específica:

única ou múltipla
- Randômica

Modificação química: em princípio, alterações ilimitadas
- Não específica: explora grupos reativos de mesmo tipo (Ex: βCOOH de Asp,ϒ-COOH de Glu) 

- Sítio-específica: explora diferentes reatividades de grupos do mesmo tipo vindos de diferentes 
“ambientes” da proteína (Ex. Asp 102 e Asp X)

- Sítio-seletiva: combinação de mutagênese sítio-dirigida + modificação química 
[Ex. AlaX Cys(R)]

Continuação: Enzimas naturais  modificadas (≠ das naturais) Vídeo #2



Ex. modificação por mutagênese sítio-dirigida: enzimas mutadas com propriedades 
alteradas

I189H, A282P, D143K = mais termoestáveis do que a TK selvagem
A282P com H192P = meia-vida 3X > a 60°C, atividade específica 5X > a 65°C, Kcat 1,3 X
maior e Tm 5°C acima.

H. Yu et al. (2017) Two strategies to
engineer flexible loops for improved
enzyme thermostability, Scientific
Reports | 7:41212.

Sítios estruturalmente flexíveis  alvos  aumento 
de estabilidade enzimática 

RFS = rigifying flexible sites strategy BAIXA       
EFICIÊNCIA  existem outras?

Estratégia escolhida  “ΔΔG calculations inRosetta”
 Alvos escolhidos  loops flexíveis de transcetolase

de E. coli. 49 variantes simples 



1964:

Enzimas com maior estabilidade e atividade; estrutura cristalina definida

Cross-linked enzyme crystals

Carboxipeptidase A 
(exopeptidase; MW ~ 35 KDa ) 

Agente bifuncional: cross-linking

Polímero monofuncional

Modificação química:  mesmos objetivos do anterior

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Polyethylene_glycol.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Polyethylene_glycol.png


1) Modificação não-específica  (explora grupos reativos de mesmo tipo)

proteases: 
- alquilação e reação com anidridos de εNH2 de Lys (K) em αQT= mais tolerável a S. orgânicos
-reação com carbodiimidas para ligar ciclo-dextrinas em Thr (T) = 7-8  X  mais estável à autólise 
e  > atividade  esterásica (melhor ligação ao S; > Kcat/Km): Asp153 / Glu186 modificados

ribonucleases:
-reação com aminoetanol, taurina e 1,2 diaminoetano + 6-8 COOH
-CONHCH2CH2OH, -CONHCH2CH2-SO3- e  -CONHCH2CH2-NH3

+=  alteração de cargas  = << 
atividade hidrolítica ;  > citotoxicicidade frente a células específicas

lipases: 
- reação de aminas com Z (benziloxicarbonil), Z-NO2, acetil = > enantioseletividade em 
esterificação de ácidos
 possível explicação = modificação estrutural com a acilação para forma mais compacta e 
menos flexível reconhece menos o enantiômero S

Exemplos dos tipos de modificação química já feitos:



α-quimotripsina (endo-protease pancreática; MW ~ 23 KDa)



Ciclo-dextrinas

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/51/Cyclodextrin.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/51/Cyclodextrin.svg


Ribonuclease (RNAase A pancreática; MW ~ 14 KDa) 

Metabolismo de RNA
Maturação de RNA
Defesa contra infecção por retro-viruses

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c0/Ribonuclease_A_7rsa.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c0/Ribonuclease_A_7rsa.png


Lipase (pancreática humana; MW ~ 50 KDa) 

Metabolismo de lipídeos
Produção de biodiesel

Continua...



Modificação de glucose-oxidase (GO): aumento de eficiência

Davis, 2003

1) Modificação não-específica  (explora grupos reativos de mesmo tipo)



Glucose-oxidase (GO): dímero; oxiredutase; MW ~160 KDa

Metabolismo de carboidratos
Cofator: FAD/FADH2

Determinação de glucose em 
fluidos e indústria alimentícia

http://en.wikipedia.org/wiki/File:77_1gpe.gif
http://en.wikipedia.org/wiki/File:77_1gpe.gif


2- Modificação química sítio-específica ou regio-seletiva
(explora diferentes reatividades de grupos do mesmo tipo vindos de diferentes “ambientes” da proteina)

Incapaz de catalisar oxidações para análises de Cu
Apresenta atividade hidrolítica expressiva (Kcat 104) > do que a do complexo 
com piridina
Também ocorre com:

- OH de Ser de serino-proteases inativa  
- NH2 terminal de subtilisina Carlsbergmenos autolítica e mais termoestável

38C2
(Anticorpo Aldolase)

metaloprotease-like

(SA)

Davis, 2003



---S1-S1´- -- (Sítio ativo de subtilisina Bacillus lentus)

---P1-P1´ --- (ligação peptídica-alvo do substrato)

Glicosilação de S1: 
Especificidade pelo substrato ampliada (aceite de D- aminoácidos):  
S1 hidrofóbico  hidrofílico mudança do enovelamento do bolso para permitir 
solvatação  aumento de flexibilidade “do bolso”

Protease; J. Mol. Biol. 
(1992) 228, 580-595 

2- Modificação química sítio-específica ou regio-seletiva (explora diferentes 
reatividades de grupos do mesmo tipo vindos de diferentes “ambientes” da proteina)

Proteólises



Davis, 2003

Ser166Cys-S(CH2)2NMe3
+:  catálise de Z-D-Glu + Gly-NH2  Z-D-Glu-Gly-NH2 (74 %)  

Ser166Cys-S(3R,4S)indenooxazolidinona catalisador eficiente de:
Z-L-Ala  + Gly-NH2  Z-L-Ala-Gly-NH2 (91 %) 
Z-D-Ala  + Gly-NH2  Z-D-Ala-Gly-NH2 (86 %) 

3- Modificação Sítio-seletiva (combinação de mutagênese sítio-dirigida + modificação 
química) Ex. Ala Cys(R)

Vá para o vídeo #3


