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RESUMO

Os biocombustiveis drop-in sdo constituidos de biohidrocarbonetos (ou hidrocarbonetos renovaveis),
formados por cadeias médias e longas de alcenos/alcanos, os quais apresentam composi¢fes quimicas
e caracteristicas fisicas semelhantes aos combustiveis convencionais de petroleo. Essas propriedades
garantem o compartilhamento da infraestrutura ja utilizada na distribuicdo da gasolina, diesel e
combustivel de aviacdo e compatibilidade com os atuais motores dos veiculos de transporte rodoviario,
maritimo e aéreo. Entretanto, um dos maiores desafios para a produ¢éo de drop-in a partir de biomassas
vegetais é a presenca de intermediarios oxigenados, uma vez que, 0 oxigénio presente na estrutura
quimica do biocombustivel pode danificar pecas e motores dos veiculos. Atualmente, a desoxigenagao
ocorre via processos termoquimicos baseados no uso de hidrogenacéo (grande quantidade de H.), altas
temperaturas e metais pesados. Esses processos Sdo agressivos ao meio ambiente, 0 que se faz
necessario estudos de rotas biolégicas mais brandas que cause menos dano ambiental. Com isso, a
identificagdo e o completo entendimento de enzimas capazes de produzir alcanos/alcenos se tornam
cada vez mais fundamentais, como foi recentemente enfatizado em uma publicacdo na Science —
“Enzymes make light work of hydrocarbon production (Scrutton, 2017). Nos Ultimos anos, a
descarboxilase/peroxigenase denominada OleT e pertencente a familia 152 da superclasse P450 ganhou
grande notoriedade das comunidades cientifica e industrial devido ao fato de apresentar uma
propriedade Unica que é remover o oxigénio do acido graxo de cadeia longa (C12-C20), produzindo
como produto, 1-alceno. No entanto, ainda pouco se conhece sobre a mecanistica funcional/molecular
das peroxigenases, visto que poucas enzimas dessa familia foram reportadas até o0 momento. Diante do
exposto, esse projeto de pesquisa propfe descobrir e explorar novas peroxigenases P450 que sdo
funcionalmente ativas na descarboxilacdo de acidos graxos. Com o referido projeto, pretendemos
entender a especificidade a diferentes cadeias de acidos graxos de novas peroxigenases ja isoladas em
nosso laboratdrio. Para isso, utilizaremos uma combinacdo de métodos espectroscopicos e bioquimicos
que ja sdo extensivamente utilizados em nosso grupo de pesquisa. Pelo menos no nosso conhecimento,
nosso grupo sera um dos pioneiros na elucidacdo dessa nova familia de P450 e com isso poderemos
contribuir para aumentar o arsenal de descarboxilases além de gerar conhecimento inédito e

extremamente relevante para a area de biotecnologia industrial.
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1. FUNDAMENTACAO CIENTIFICA

1.1. Potencial aplicacéo biotecnolégica das enzimas citocromos P450

Os citocromos P450 (P450s ou CYPs) sdo uma superfamilia de enzimas mono-oxigenases que
contém o grupamento heme e estdo presentes em archaea, bactérias e eucariotos (Munro et al., 2018).
Essas enzimas participam do metabolismo oxidativo de esteroides, acidos graxos, prostaglandinas,
leucotrienos, aminas biogénicas, feroménios e metabdlitos de plantas, além de metabolizarem inimeras
drogas, quimicos carcindgenos, mutagénicos e outros contaminantes ambientais (Nebert & Gonzalez,
1987). Alguns exemplos de reacBGes catalisadas pelas P450: oxidacdo alifatica, desalogenacéo
oxidativa/redutiva, N-hidroxilacdo, N-oxidacdo, formacdo de sulfoxidos, N-S-O-desalquilacdo,
oxidag&o alifatica, hidroxilacdo aromatica, hidroxilacdo, descarboxilagdo (Meunier et al., 2004). Sendo
assim, estdo envolvidas em diversas aplicacbes das diferentes areas biotecnoldgicas, como
biorremediacéo, agricultura e desenvolvimento de farmacos (Liu et al., 2014; Guengerich et al., 2017).
O ciclo catalitico candnico das P450 estd mostrado na Figura 1. A maioria das P450s catalisa a cisdo
redutiva do dioxigénio ligado ao seu ferro heme, contando com a entrega de dois elétrons doados via
parceiros redox (Denisov et al., 2005). O primeiro elétron é entregue ao substrato ligado ao heme
férrico, que por sua vez esta coordenado com o grupo tiolado da cisteina protéica, levando a redugéo
do ferro a forma ferrosa (Fe?*) e permitindo que o dioxigénio (O,) se ligue para a formacdo do complexo
superdxido-férrico (Fe**). O segundo elétron reduz esse complexo para o estado peroxido-férrico e
entdo duas sucessivas protonagdes ocorrem. Prdtons sdo tipicamente retransmitidos de um par de
aminoacidos acidos conservados entre as P450s para formar, primeiramente, a espécie hidroperoxido-
férrico (composto 0 no ciclo) e, em seguida, o heme radical altamente reativo, éxido-ferryl (Fe**)
(composto | no ciclo), com a perda de uma molécula de agua (Rittle & Green, 2010). O Composto |
abstrai um hidrogénio do substrato para formar o hidréxido-ferryl (R® e Fe**) (composto Il no ciclo)
gue se recombina com o substrato formando o produto hidroxilado (ROTA 1), que é sequencialmente
liberado (ROH) e deixando o ferro heme no estado férrico (Fe**) no qual a &gua pode blindar novamente
a enzima e restaurar o estado de repouso completando o ciclo catalitico (Groves, 2006).

Embora a maioria das P450 operam de acordo com o ciclo evidenciado na Figura 1, outras sdo
conhecidas catalisar a oxidagdo do substrato por meio do mecanismo conhecido como “peroxide
shunt”, no qual o H202 converte o substrato ligado diretamente ao comporto 0: segue-se as setas pretas
em detrimento das cinzas (Matthews et al., 2017). Em muitas P450s, essa reagdo é ineficiente ocorrendo
um dano oxidativo a proteina e ao seu grupamento heme. Entretanto, algumas P450s evoluiram no uso
eficiente do mecanismo de “peroxide shut” para oxidar seus substratos (Groves, 2006; Rittle & Green,
2010). Esse é o caso das peroxigenases P450 da familia 152 (CYP152). As CYP152 sdo um subgrupo
das P450 que evoluiram em microbios para catalisar o0 metabolismo oxidativo de &cidos graxos usando
peroxido de hidrogénio como unica fonte de oxigénio e agente oxidante ao invés de sistemas

dependentes da reducdo de co-fatores e dioxigénio (O2), tornando o processo menos complexo (Wang



etal., 2017; Munro et al., 2018). Supde-se que essas enzimas tenham evoluido em procariontes antigos

em um ambiente desprovido de oxigénio, mas relativamente rico em perdxido de hidrogénio e outros

compostos organicos peroxigenados (Mattews et al., 2017). Como evidenciado na Figura 1, ap6s o

substrato remover a molécula de agua distal e fazer o ferro heme férrico ser penta-coordenado, ao invés

de ser reduzido diretamente, a enzima “pula” as etapas e ¢é levada diretamente a formagdo do Composto

0, sendo reduzida somente pelo perdxido de hidrogénio, que também € a fonte de oxigénio da reacdo

ao invés do dioxigénio (O2) (Wang et al., 2017; Munro et al., 2018). Nesse ponto, 0s caminhos canbnico

e de “peroxide shut” convergem com um passo de protonacdo que resulta na desidratacdo de um

intermediario transiente para formar o composto 1 (Mattews et al., 2017). Adicionalmente, outro

importante desvio que pode ocorrer no ciclo de catdlise por uma peroxigenase € a descarboxilacdo

(ROTA 2), uma reagdo do composto Il com o substrato de forma diferente da hidroxilagdo (Mattews et

al., 2017). Essa reacdo é ainda muito pouco entendida: propde-se que o composto Il seja reduzido pelo

substrato radical podendo formar um substrato diradical ou carbocations que decompfem com a

liberag&o do CO- para formar o produto final alceno (Munro et al., 2018).
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Figura 1 — O ciclo canénico da P450 é mostrado em
uma representagdo circular, iniciando pela ligagdo do
substrato (mostrado como RH e também como uma
estrutura quimica) que converte a enzima da forma LS
paraa forma HS. Como mostrado pelas setas em cinza
deste ponto em diante ocorrem dois passos de reducdo
e um de protonagdo que seguem 0 caminho canénico
requerendo um ou mais parceiros redox. A seta preta
atravessando o ciclo ilustra o caminho de “peroxido
shunt” pelo qual o estado férrico com o substrato
ligado a enzima pode ser convertido diretamente a
forma transiente de hidroperoxido de ferro (composto
0) usando H,0,. Nesse ponto, os caminhos candnicos
e de “peroxido shunt” convergem com um passo de
protonacdo que resulta na desidratagdo de um
intermediario transiente para formar o composto 1.
Entdo o composto 1 desprotona o substrato, produzido
um radical e o ferro ocupa o intermediario hidréxido-
ferryl (composto 1I). Nesse estigio, os caminhos
cataliticos para a hidroxilacdo ou descarboxilacdo do
substrato divergem. O substrato hidroxilado é formado
pelo mecanismo de religacdo do substrato (ROTA 1).
Estudos recentes indicam que a descarboxilagdo
(ROTA 2) para formar o alceno terminal
provavelmente envolve a redugdo do composto Il pelo
substrato radical podendo formar um novo substrato
diradical ou carbications que decompfem com a
liberacdo do CO.. Fonte: Adaptado de Matthews et al.,
2017.

Com isso, de forma simplificada, as reacdes de descarboxilacdo e de hidroxilagdo passiveis de

catélise por uma CYP152 estdo ilustradas na Figura 2 (Mclean et al., 2017; Xu et al., 2017; Matthews,

2016).
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Figura 2 — Reagdes de descarboxilacdo e de hidroxilagao catalisadas pelas peroxigenases P450 da familia 152
Fonte: Adaptada de Fang et al., 2017;

Até meados de 2011, as duas principais peroxigenases representantes da familia CYP152 eram
as: P450sp, (CYP152A1) isolada de Sphingomonas paucimobilis (Matsunaga et al., 1996; Matsunaga
et al., 1997) e a P450sss (CYP152B1) oriunda de Bacillus subtilis (Matsunaga et al, 1999), com
identidade na sequéncia de aminoacido de 44% entre si. Tipicamente, a P450sp, catalisa a reacéo
especifica de a-hidroxilagdo de acidos graxos, enquanto que a P450gsp apresenta catalise tanto de a-
hidroxilacdo quanto de B-hidroxilagao de &cidos graxos, tendo uma proporgdo de 40:60 (a:f). Em 2011,
houve a descoberta da peroxigenase/descarboxilase OleT;e (CYP152L1) isolada do microrganismo
Jeotgalicoccus sp. 8456 por meio de engenharia reversa, capaz de predominantemente catalisar a
descarboxilacdo de &cidos graxos e produzir alcenos (Rude et al., 2011). Em 2014 foi publicada
(Belcher et al., 2014) a primeira estrutura tridimensional da OleT e (41% de identidade na sequencia
priméaria com as outras peroxigenases P450gss € P450sp,) € a partir dai pesquisadores de grupos de
pesquisa internacionais estao se esforcando para entender o mecanismo dessa catalise além de encontrar
outras peroxigenases que possuem preferencialmente atividade de descarboxilagdo devido a
importancia industrial do produto gerado (Yan et al., 2015; Wang et al., 2016; Herman & Zhang 2016;
Fang et al., 2017; Matthews et al., 2017; Xu et al., 2017; Albertolle et al., 2018; Girvan et al., 2018;
Yu et al., 2019). Para constar, descarboxilar acidos graxos para a producao de alcenos pode contribuir
para solucionar um dos maiores entraves da producdo de biocombustiveis drop-in, ja que ha a remocéo

do oxigénio da cadeia.



2. OBJETIVO GERAL

A proposta desse projeto é entender a especificidade de novas peroxigenases P450 da familia 152, a

diferentes cadeias de acidos graxos. Sendo assim, 0s objetivos especificos contemplam:

3.1 Produzir das enzimas em plataforma bacteriana;

3.2 Purificacdo por cromatografia liquida para obtengdo de enzimas sollveis com alta pureza;

3.3 Caracterizagdo UV/VIS das heme-proteinas purificadas;

3.4 Determinacdo das constantes de dissociacdo (Kd) para diferentes substratos acidos graxos (C10-
C20) por titulacdo monitorando UV/VIS.

3. PLANO DE TRABALHO

3.1. Cronograma de execucéo do projeto

Objetivo Trimestre

Atividades Especifico | Primeiro | Segundo | Terceiro | Quarto

Producdo enzimética em diferentes cepas
de bactéria, temperatura, tempo e 1
concentracdo de indutor

Ensaios cromatogréficos para a
purificaclo de enzimas em diferentes

colunas de afinidade, troca idnica e 2
exclusdo molecular

Caracterizagdo UV/VIS 3

Titulagdo dos substratos &cidos graxos 4

para determinacdo da Kd
Escrita do relatdrio

4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Para a execucdo desse projeto de pesquisa, serdo realizados experimentos que envolvem
ferramentas de biologia molecular, bioquimica, biofisica molecular e estrutural (Zanphorlin et al., 2010;
Zanphorlinetal., 2011; Santos et al., 2014; Zanphorlin et al., 2014; Zanphorlin et al., 2016a; Zanphorlin
et al., 2016b; Santos & Zanphorlin, 2016; Ramos et al., 2016; Addo e Zanphorlin et al., 2019;
Zanphorlin et al., 2019).

4.1. Testes de expressdo heter6loga das enzimas em linhagens de E. coli BL21

Os genes sintéticos das peroxigenases P450 serdo adquiridos comercialmente da empresa GenScript. As
enzimas serdo produzidas individualmente, utilizando o vetor pET28a seguindo o protocolo descrito por
Sambrook et al. (2001), metodologia bem estabelecida pelo nosso grupo de pesquisa. Os genes serdo
transformados em células de E.coli competentes BL21, o crescimento individual dos clones sera feito em placas
com meio liquido LB seletivo com 50 pg/mL de antibi6tico canamicina. Assim, coldnias resultantes serdo ativadas



em 10mL de LB com o antibi6tico seletivo, por 12 horas a 37 C e posteriormente, cultivados em 500 mL de meio
liquido seletivo LB. Nessa etapa o crescimento bacteriano sera acompanhado pela medida da densidade 6ptica
(D.O.) em espectrofotdmetro (D.0.600nm) até 0,8 e entéo serd induzida a expressao de proteina heter6loga com
0,5 mM de IPTG. Afim, de determina os niveis de expressdo serdo coletadas amostras a cada hora para analise de
“time course” (entre 4-5 horas de expressao), para que seja avaliado niveis de expressao e solubilidade mediante
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS. Ao final das 5 horas de expressao, as culturas serdo centrifugadas
individualmente e o sobrenadante serd descartado. As células sedimentadas serdo ressuspendidas em 20 mL de
tampéo de lise (50 mM de fosfato de sédio pH 7,4; PMSF 1 mM; NaCl 0,5 M e lisozima 0,3 mg/mL) e incubado
em temperatura ambiente por 30 minutos apds isso, serd realizada a lise celular por 6 ciclos de sonicacéo
(Sonics®) com 50 % de amplitude por 10 segundos, intercalados com 1 minuto de intervalo. O lisado sera entdo
centrifugado (24.000 x g por 25 minutos) e o sobrenadante contendo as proteinas serd submetido a andlise
eletroforética (SDS-PAGE) e testes de atividade contra substratos comerciais.

4.2. Purificacéo das enzimas recombinantes

O sistema de expressdo utilizando os vetores pET28a possibilita um alto nivel de expressao intra-celular
do gene clonado, devido ao forte promotor do bacteriéfago T7. As construcfes em pET28a, quando utilizadas em
linhagens de BL21, possibilitam a expressdo de enzimas recombinantes fusionadas a 6 histidinas na por¢do N
terminal da proteina recombinante, facilitando as etapas subsequentes de purificagdo por afinidade utilizando
resinas imobilizadas com niquel. Assim, as proteinas serdo purificadas individualmente por cromatografia de
afinidade em coluna de niquel-sefarose (IMAC — Immobilized Metal Affinity Chromatography em AKTA FPLC,
GE Healthcare®), a 0,3 MPa de pressdo e 1,0 mL/min de fluxo. Um gradiente de imidazol (0-500 mM) contribuira
para a eluicdo. A pureza das amostras serd verificada por SDS-PAGE, com isso, as amostras consideradas puras
serdo permeadas e concentradas por ultrafiltragdo (Amicon® Ultra-4 CentrifugalFilter, Millipore). O concentrado
sera submetido a cromatografia de exclusdo molecular (AKTA FPLC, GE Healthcare®) usando coluna Superdex
200 16/60 (GE Healthcare®). As amostras resultantes serdo novamente submetidas a eletroforese em gel
desnaturante SDS-PAGE para confirmacdo da pureza.

4.3. Caracterizacao espectroscdpica heme-proteinas purificadas

As proteinas pertencentes ao cla de P450 tem propriedades peculiares e absorvem na faixa de 400 — 450
(pico de Soret), dependendo do estado conformacional em solu¢do (Munro et al., 2018). Sendo assim, métodos
de espectrofotometria sdo de grande valia para investigar as enzimas desse projeto. As anélises das propriedades
espectrosclpicas das peroxigenases purificadas serdo realizadas em espectrofotdmetros Molecular Devices,
pertencentes ao Laboratério de Analises de Macromoléculas do CTBE — LAM, de acordo com metodologias
descritas na literatura (Xu et al., 2017, Matthews et al., 2017). Os espectros serdo recordados com
aproximadamente 5 uM de enzima em diferentes condic6es de pH e forca iénica, em uma varredura de 300-800
nm a temperatura ambiente. A forma ferrosa Fell-CO serd produzida em condigdo anaer6bica usando o tampéo
de purificacdo degaseificado. Para obtencdo da enzima na forma reduzida serdo adicionados poucos gréos de
ditionato de sodio solido na enzima férrica. O complexo Fell-CO serd entdo formado borbulhando vagarosamente
gas CO na enzima reduzida até o espectro ndo ser mais deslocado (Xu et al., 2017, Matthews et al., 2017).

4.4. Titulacdo dos ligantes &cidos graxos e monitoracédo por UV/VIS

A ligacdo dos acidos graxos nas peroxigenases sera avaliada a 250C em tampdo de purificacdo. Os
substratos serdo solubilizados em 100% etanol e adi¢des de 0.5 uL do substrato estoque () serdo feitas até o
espectro ndo ser mais deslocado. Os espectros serdo adiquiridos entre 300-800 nm utilizando espectrofotdmetros
Molecular Devices. Aos espectros obtidos serdo substraidos o espectro do ligante livre em cada concentragdo do
espectro referente ao ligante ligado a enzima. Sera feito um grafico de delta Abs contra a concentragdo do substrato
e 0s dados serdo ajustados utilizando tanto uma funcéao hipérbole como de Hill para determinar as constantes de
dissociacdo (Kd) para a ligagdo do substrato acido graxo (Matthews et al., 2017).
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