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Proposta de Projeto PIBIC

“Entendendo os mecanismos moleculares de peroxigenases P450 ndo convencionais paraa
producéo de compostos drop-in”

Orientadora: Leticia Zanphorlin (LNBR/CNPEM)

RESUMO

Os biocombustiveis drop-in sdo constituidos de biohidrocarbonetos (ou hidrocarbonetos
renovaveis), formados por cadeias médias e longas de alcenos/alcanos, 0s quais apresentam
composi¢Bes quimicas e caracteristicas fisicas semelhantes aos combustiveis convencionais de
petréleo. Essas propriedades garantem o compartilhamento da infraestrutura ja utilizada na
distribuicdo da gasolina, diesel e combustivel de aviagdo e compatibilidade com os atuais
motores dos veiculos de transporte rodoviério, maritimo e aéreo. Entretanto, um dos maiores
desafios para a producdo de drop-in a partir de biomassas vegetais € 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 desoxigenacéao
ocorre via processos termoquimicos baseados no uso de hidrogenagéo (grande quantidade de
H,), altas temperaturas e metais pesados. Esses processos sdo agressivos ao meio ambiente, o
que se faz necessario estudos de rotas biol6gicas mais brandas que cause menos dano ambiental.
Com isso, a identificagcdo 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 0 momento. Diante do exposto, esse projeto de
pesquisa propde descobrir e explorar novas peroxigenases P450 que sao funcionalmente ativas
na descarboxilacdo de &cidos graxos. Com o referido projeto, pretendemos entender a
especificidade a diferentes cadeias de acidos graxos de novas peroxigenases ja isoladas em
nosso laboratorio. Para isso, utilizaremos uma combinagdo de métodos espectroscopicos e
bioquimicos que j& sdo extensivamente utilizados em nosso grupo de pesquisa. N0sso grupo é
um dos pioneiros na elucidacao dessa nova familia de P450 e poderemos contribuir para gerar

conhecimento inédito e relevante paraa area de biotecnologia industrial.
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1. FUNDAMENTAGAO CIENTIFICA

1.1. Potencial aplicagao biotecnoldgica das enzimas citocromos P450

Os citocromos P450 (P450s ou CYPs) sdo uma superfamilia de enzimas mono-
oxigenases que contém o grupamento heme e estao presentes em archaea, bactérias e eucariotos
(Munro etal., 2018). Essas enzimas participam do metabolismo oxidativo de esteroides, acidos
graxos, prostaglandinas, leucotrienos, aminas biogénicas, feromonios e metabdlitosde plantas,
além de metabolizarem inGmeras drogas, quimicos carcin0genos, mutagénicos e outros
contaminantes ambientais (Nebert & Gonzalez, 1987). Alguns exemplos de reacdes catalisadas
pelas P450: oxidacdo alifatica, desalogenagdo oxidativa/redutiva, N-hidroxilagdo, N-oxidacéo,
formacdo de sulfoxidos, N-S-O-desalquilagdo, oxidacdo alifatica, hidroxilagdo aromatica,
hidroxilagéo, descarboxilacdo (Meunier et al., 2004). Sendo assim, estdo envolvidas em
diversas aplicacdes das diferentes areas biotecnologicas, como biorremediacao, agricultura e
desenvolvimento de farmacos (Liu et al., 2014; Guengerich etal., 2017). 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). Por outro lado, outras sdo conhecidas
catalisar a oxidacao do substrato por meio do mecanismo conhecido como “peroxide shunt”, no
qual o H,0, converte o substrato ligado diretamente. Em muitas P450s, essa reacao 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 micrébios para catalisar o
metabolismo oxidativo de acidos graxos usando perdxido de hidrogéniocomo Unica fonte de
oxigénio e agente oxidante ao invés de sistemas dependentes da reducdo de co-fatores e
dioxigénio (O,), tornando o processo menos complexo (Wang etal., 2017; Munroetal., 2018).
Supbe-se que essas enzimas tenham evoluido em procariontes antigos em um ambiente
desprovido de oxigénio, mas relativamente rico em peroxido de hidrogénio e outros comp 0stos
organicos peroxigenados (Mattews et al., 2017).

Até meados de 2011, as duas principais peroxigenases representantes da familia
CYP152 eram as: P4505p, (CYP152A1) isolada de Sphingomonas paucimobilis (Matsunaga et
al., 1996; Matsunaga et al., 1997) e a P450gs; (CYP152B1) oriunda de Bacillus subtilis
(Matsunaga et al, 1999), com identidade na sequéncia de aminoacido de 44% entre si.

Tipicamente, a P450¢, catalisa a reacdo especifica de a-hidroxilagdo de acidos graxos,
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enquanto que a P450gss apresenta catalise tanto de a-hidroxilagdo quanto de B-hidroxilacéo de
acidos graxos, tendo uma propor¢do de 40:60 (a:p). Em 2011, houve a descoberta da
peroxigenase/descarboxilase OleT, (CYP152L1) isolada do microrganismo Jeotgalicoccus sp.
8456 por meio de engenharia reversa, capaz de predominantemente catalisar a descarboxilagao
de &cidos graxos e produzir alcenos (Rude etal., 2011). Em 2014 foi publicada (Belcher et al.,
2014) a primeira estrutura tridimensional da OleT (41% de identidade nasequencia primaria
com as outras peroxigenases P450gs; € P450sp,) € a partir dai pesquisadores de grupos de
pesquisa internacionais estdo se esforgcando paraentender o mecanismo dessa catalise além de
encontraroutras peroxigenases que possuem preferencialmente atividade de descarboxilacao
devido a importancia industrial do produto gerado (Yanetal., 2015; Wang et al., 2016; Herman
& Zhang 2016; Fang etal., 2017; Matthews et al., 2017; Xuetal., 2017; Albertolle et al., 2018;
Girvan etal., 2018; Yu etal., 2019). Para constar, descarboxilar acidos graxos paraa produ¢do
de alcenos pode contribuir para solucionar um dos maiores entraves da producdo de
biocombustiveis drop-in, ja que hada remocdo do oxigénio da cadeia.

2. OBJETIVO GERAL

A proposta desse projeto € entender os mecanismos moleculares da atividade de
descarboxilacdo de novas peroxigenases P450 da familia 152, em diferentes cadeias de &cidos

graxos. Sendo assim, 0s objetivos especificos contemplam:

2.1 Producdo das enzimas em plataforma bacteriana

2.2 Purificagdo por cromatografia liquida para obtencdo de enzimas sollveis com alta
pureza;

2.3 Caracterizacdo espectroscopica das heme-proteinas purificadas;

2.4 Ensaios de atividade enzimatica para diferentes substratos acidos graxos (C12-C20)
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3 PLANODE TRABALHO

Objetivo Trimestre

Atividades Especifico | Primeiro | Segundo | Terceiro | Quarto

Producao enzimatica em diferentes
cepasde bactéria, temperatura, tempo 1
e concentragdo de indutor

Ensaios cromatograficospara a
purificacdo de enzimasem diferentes

. - 2
colunasde afinidade, troca idnica e
exclusdo molecular
Caracterizagao espectroscopica 3
Ensaios enzimaticos 4

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; Zanphorlin et al.,, 2011; Santos et al., 2014; Zanphorlin et al., 2014; Zanphorlin et al.,
2016a; Zanphorlin et al., 2016b; Santos & Zanphorlin, 2016; Ramos et al., 2016; Adao e
Zanphorlin et al., 2019; Zanphorlin et al., 2019).
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