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Introduciao

A degradacdo de compostos aromaticos derivados da lignina, uma fonte
abundante e renovavel de carbono, ¢ um processo de crescente interesse biotecnologico,
uma vez que microrganismos capazes de metabolizar esses compostos podem ser
explorados na conversdo de residuos lignoceluldsicos em moléculas de valor agregado
[1]. No entanto, durante esse processo, a formagdo de intermediarios reativos, como 0s
aldeidos aromaticos, representa um desafio metabolico, pois sua elevada reatividade pode
comprometer processos celulares, exigindo mecanismos eficientes de detoxificagao.
Nesse contexto, sua conversdo em moléculas menos reativas, como alcoois ou acidos,
constitui uma estratégia importante para a adaptacdo microbiana a ambientes ricos em
compostos fendlicos [2].

Estudos recentes demonstraram que a bactéria Xanthomonas citri (X. citri) € capaz
de metabolizar compostos aromaticos relacionados a lignina por meio de vias completas
para o catabolismo de monoligndis [3]. Nesse contexto, foi demonstrado que aldeidos
aromaticos podem ser convertidos em seus respectivos alcoois por enzimas redutases
dependentes de NADPH, entre as quais se destaca a XAC3477, pertencente a familia das
Aldo/Keto redutases (AKR), com atividade sobre diferentes substratos aromaticos e
induzida na presenca de alguns desses compostos [3].

No entanto, aspectos relacionados a especificidade catalitica e a0 comportamento
bioquimico dessa proteina ainda permanecem pouco explorados. Considerando sua baixa
identidade com enzimas previamente descritas e seu potencial papel em processos de
detoxificagdo, o estudo da XAC3477 pode ampliar a compreensdo dos mecanismos
enzimaticos envolvidos na transformacao de aldeidos aromaticos, além de contribuir para
o desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas baseadas na conversao de compostos
aromaticos em quimicos de valor agregado.

Estado da arte

Enzimas pertencentes a familia AKR constituem uma ampla superfamilia de
oxidoredutases envolvidas em diversos processos biologicos e amplamente estudadas em
diferentes contextos, incluindo metabolismo de xenobioticos, processos fisioldgicos e
aplicagdes biomédicas [4]. No entanto, sua participagdo na transformacao e detoxificagao
de aldeidos aromaticos em sistemas bacterianos ainda ¢ pouco compreendida.

Estudos recentes demonstraram que a enzima XAC3477 apresenta atividade
NADPH-dependente na reducao de aldeidos aromaticos a seus respectivos alcoois [3].
Além da formagdo de alcoois aromaticos previamente descrita, andlises cromatograficas
preliminares indicaram a formag¢do de um produto adicional catalisado por essa enzima,
cuja identidade e relevancia catalitica ainda ndo foram determinadas. Esses resultados
sugerem que a XAC3477 pode apresentar maior versatilidade funcional do que
inicialmente proposto, levantando questdes sobre sua especificidade por substratos e
possiveis rotas cataliticas alternativas.

Diante disso, torna-se relevante investigar a especificidade e o comportamento
catalitico da XAC3477, visando compreender sua atuagdo na transformag¢do de aldeidos
aromaticos.



Objetivo geral
Caracterizar bioquimicamente a enzima XAC3477 de X. citri, investigando sua
especificidade e versatilidade catalitica.

Objetivos especificos
1. Expressar e purificar a proteina recombinante

2. Realizar a triagem de possiveis substratos

3. Determinar condigdes 6timas de atividade

4. Determinar parametros cinéticos para substratos selecionados.

5. Identificar o coproduto formado na reagdo enzimatica por LC-MS

6. Investigar a influéncia das condig¢des reacionais na formacao de produtos.
Metodologia

Expressdo e Purificagdo

A proteina recombinante XAC3477 sera expressa em E. coli BL21(DE3)-ASlyD-
PRARE?2 a partir do gene previamente clonado no vetor pET28a(+), com cultivo em LB
contendo canamicina (50 pg/mL) a 37 °C até DOsoo = 0,8, seguido de indugao com 0,5
mM IPTG e incubagdo a 20 °C por 16 h. As células serdo entdo coletadas por
centrifugacdo (6.000 x g, 4 °C, 30 min), ressuspensas em tampao de lise (20 mM HEPES
pH 7,4, 300 mM NaCl, 1 mM PMSF e 30 png/mL DNase) e lisadas por sonicacao (pulsos
de 15 s com intervalos de 30 s, por 15 min, amplitude de 30%). O extrato celular sera
clarificado por centrifugacao (16.000 x g, 4 °C, 30 min), e a fracdo soluvel sera submetida
a purificagdo por cromatografia de afinidade utilizando sistema FPLC acoplado a coluna
HisTrap (Cytiva). A eluicdo serd realizada em tampao contendo 20 mM Bicina pH 7,8,
300 mM NacCl e gradiente de imidazol (10500 mM). As fracdes contendo a proteina de
interesse serdo concentradas, dialisadas em 20 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM KCl por 16
h e submetida a cromatografia de exclusdo molecular em coluna HiLoad 16/600 Superdex
200 pg (Cytiva), para obten¢do de amostra homogénea. A concentracdo proteica sera
determinada por absorbancia a 280 nm, utilizando coeficiente de extin¢do calculado a
partir da sequéncia de aminoacidos (ProtParam).

Triagem de substratos utilizando HPLC

A triagem de substratos da XAC3477 sera realizada utilizando compostos
previamente identificados em ensaios iniciais [3], visando reavaliar sua atividade por um
método analitico mais preciso. As reagdes serdo realizadas em 1 mL de tampao HEPES
36 mM, pH 7,5, contendo 0,25 mM de substrato e 2 mM de NADPH, a 30 °C por 10 min.
As reacdes serdo interrompidas por aquecimento (100 °C por 2 min), seguidas de
centrifugacdo. O sobrenadante serd utilizado para quantificacdo do consumo de NADPH
por HPLC, com controles sem enzima. Todos os ensaios serdo realizados em triplicata.

Caracterizagdo bioquimica

A caracterizacdo bioquimica da XAC3477 serd realizada por monitoramento da
variacao de absorbancia a 340 nm, associada ao consumo de NADPH apoés 10 mim de
reacdo, em um leitor de microplacas Infinite® 200 PRO (Tecan). Serdo determinadas as
condi¢cdes 6timas de pH e temperatura, bem como a estabilidade térmica da enzima por
meio da avaliacdo da atividade residual apds incubacdo em diferentes temperaturas.
Adicionalmente, serd avaliado o efeito de aditivos (como DTT, EDTA, ions e glicerol)
sobre a atividade enzimatica. Todos os ensaios serdo realizados em triplicata.



Cinética enzimatica

Para a determinacdo dos parametros cinéticos, serdo selecionados os substratos de
maior atividade previamente identificados. As reagdes serdo conduzidas em diferentes
concentragdes de substrato, e consumo de NADPH serd quantificado por HPLC. Os
parametros cinéticos (Ku € Vinax) serdo determinados a partir do ajuste das velocidades
iniciais em funcdo da concentragdo de substrato.

Avaliagdo do perfil de produtos e identifica¢do de coprodutos por HPLC e LC-MS

Com base nos ensaios espectrofotométricos, serdo selecionados substratos e
condi¢des representativas (maior, intermediaria e menor atividade) para andlise
cromatografica. A formagdo de produtos sera inicialmente monitorada por HPLC,
permitindo a detec¢do e quantificacdo do produto principal e de possiveis coprodutos.
Amostras selecionadas serdo posteriormente analisadas por LC-MS, visando a
identificacdo do coproduto formado. Essa abordagem permitird correlacionar as
condi¢des reacionais com o perfil de produtos gerados pela enzima.

Tabela 1. Cronograma de Execuc¢iao do Projeto

- 1° 2° 3° 4°
Atividades Trim. Trim. Trim. Trim.

Expressao e purificagdo de XAC3477 X
Padronizagado dos ensaios de atividade X X
Triagem de potenciais substratos X
Caracterizacdo Bioquimica (pH, temperatura...) X X
Analise do perfil de produtos por HPLC e LC-MS X X
Determinacao de parametros cinéticos por HPLC X X
Preparacao e entrega do relatorio parcial X
Analise de dados e redacao do relatorio final X
Preparacao e submissdo de resumo (CEC) X
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