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RESUMO

A biocatalise consiste no uso de enzimas e outros catalisadores bioldégicos na
transformacdo de substancias organicas nao naturais. Ela € uma ferramenta
importante na sintese organica, ja que as enzimas sao seletivas, atuam em condi¢cfes
reacionais brandas e em solventes ambientalmente amigaveis.

Entre os biocatalisadores disponiveis, as transaminases (ATAs) sdo enzimas
dependentes de piridoxal-5-fosfato (PLP) que catalisam a transferéncia de grupos
amino para aldeidos e/ou cetonas. Nesse trabalho foram estudadas as reacdes de
aminacdo redutiva de cetonas proquirais, com foco em avaliar a presenca de
heterociclos e de um sistema insaturado nos compostos. Foram empregadas um
conjunto de cinco enzimas selvagens recombinantes e uma enzima comercial.
Quando se avaliou a presenca do heterociclo na furilmetilcetona, foi observado que a
conversdo diminuiu drasticamente quando comparado a cetona acetofenona,
indicando que a presenca do heteroatomo no anel de cinco membros influenciou
negativamente essa reacdo. Em relacdo a cetona a-B-insaturada 4-fenilbut-3-en-2-
ona, também foi demonstrado que a conversao caiu drasticamente em relacdo a seu
analogo saturado 1-fenil-3-butanona (78 - >99%), e esse sistema foi posteriormente
estudado com maior profundidade com o auxilio de técnicas de ancoragem molecular.
As nitrilas hidratases (NHases) sdo enzimas amplamente empregadas
industrialmente, que realizam a reacdo de hidratacdo enzimatica de nitrilas a suas
correspondentes amidas. Nesse trabalho primeiramente foi investigada a presenca de
uma NHase na bactéria Lysinibacillus boronitolerans CBMAI 2094, previamente
identificada como um dos microrganismos responsaveis pela biodegradacdo do
herbicida benzonitrilado Totril® através de triagens enzimaticas. Para identificacao do
gene responsavel pela NHase foram usadas duas abordagens: uma abordagem in
silico através de técnicas de bioinformética, e também através de reacdes em cadeia
da polimerase (PCR) investigativas. Por meio das duas estratégias nao foi possivel
identificar o gene correspondente a enzima de interesse. Posteriormente a reacao de
hidratacdo enzimatica com a NHase de Rhodococcus erythropolis foi otimizada com
0 uso de maior porcentagem de DMSO como cossolvente no meio reacional,
melhorando os resultados de conversédo para as nitrilas testadas. Por fim a NHase de
R. erythropolis foi usada como molde para a obtencdo de variantes enziméticas
através de mutagénese sitio dirigida. Com auxilio de ancoragem molecular para
determinacdo da localizacdo das mutagcbes pontuais, foram obtidas trés variantes
enzimaticas: W118A, W118D e W118H e elas foram empregadas em reacfes com
um conjunto de nitrilas,

Palavras chave: biocatélise, transaminases, nitrilas hidratases, mutagénese



ABSTRACT

Biocatalysis consists of the use of enzymes and other biological catalysts in the
transformation of unnatural organic substances. It is an important tool in organic
synthesis, since enzymes are selective, act under mild reaction conditions and in
environmentally friendly solvents.

Among the available biocatalysts, amine transaminases (ATAs) are pyridoxal-5-
phosphate (PLP)-dependent enzymes that catalyze the transfer of amino groups to
aldehydes and/or ketones. In this work, the reductive amination reactions of prochiral
ketones were studied, focusing on evaluating the presence of heterocycles and an
unsaturated system in the compounds. A set of five recombinant wild-type enzymes
and a commercial enzyme were used. When the presence of the heterocycle in the
furylmethylketone was evaluated, it was observed that the conversion decreased
dramatically when compared to the ketone acetophenone, indicating that the presence
of the heteroatom in the five-membered ring negatively influenced this reaction.
Regarding the a-B-unsaturated ketone 4-phenylbut-3-en-2-one, it was also shown that
the conversion dropped dramatically compared to its saturated analogue 1-phenyl-3-
butanone (78 - >99%), and this system was later studied in greater depth with the aid
of molecular anchoring techniques.

Nitriles hydratases (NHases) are enzymes widely used industrially, which carry out the
enzymatic hydration reaction of nitriles to their corresponding amides. In this work, we
first investigated the presence of a NHase in the bacterium Lysinibacillus
boronitolerans CBMAI 2094, previously identified as one of the microorganisms
responsible for the biodegradation of the benzonitrified herbicide Totril® through
enzymatic screening. Two approaches were used to identify the gene responsible for
NHase: an in-silico approach through bioinformatics, and also through investigative
polymerase chain reactions (PCR). Using the two strategies it was not possible to
identify the gene corresponding to the enzyme of interest. Subsequently, the enzymatic
hydration reaction with NHase from Rhodococcus erythropolis was optimized using a
higher percentage of DMSO as a co-solvent in the reaction medium, improving the
conversion results for the tested nitriles. Finally, R. erythropolis NHase was used as a
template to obtain enzymatic variants through site-directed mutagenesis. Molecular
docking was used to determine the location of point mutations, and three enzymatic
variants were obtained: W118A, W118D and W118H which were used in reactions with
a set of nitriles..

Keywords: biocatalysis, amine transaminases, nitrile hydratases, mutagenesis
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1. Introducéo geral

1.1. A Quimicaverde e aimportancia de reacdes cataliticas

Em 1998, com a publicacao do livro Green Chemistry: Theory and Practice, da
autoria de Paul Anastas e de John Warner, a Quimica Verde foi oficialmente
reconhecida pela comunidade cientifica. No livro foram postulados os 12 principios da
quimica verde, representados na Figura 1, que servem como um guia para a aplicacao

da quimica verde na manufatura dos produtos quimicos (SHELDON, 2016).

Figura 1. 12 principios da quimica verde

ﬂEvitar a producgao de residuos \
2- Maximizar a economia de atomos

3- Sintetizar produtos menos
perigosos

4- Planejar produtos mais seguros
5- Utilizar solventes e auxiliares mais
seguros

6- Buscar melhor eficiéncia de energia
7- Utilizar fontes renovaveis de
matéria-prima

8- Evitar a formagao de derivados

9- Realizar de preferéncia reagoes
cataliticas

10- Planejar produtos quimicos
degradaveis

11- Analisar reagoes em tempo real
para prevengao da poluigao

12- Desenvolver uma quimica segura
Qra a prevengao de acidentes /

Fonte: elaborada pela autora

Em linhas gerais, pode-se sumarizar que a quimica verde esta relacionada com
a prevencdo de poluicdo, através da minimizacao da geracao de residuos e do uso de
substancias téxicas e perigosas na producdo e aplicacdo de produtos quimicos
(SHELDON; WOODLEY, 2018). Nesse contexto, o design do produto se torna
essencial, com a escolha de metodologias sintéticas sustentaveis, que englobem o
maior nimero dos principios da quimica verde possivel.

Uma das principais fontes da formacao de residuos na industria farmacéutica e
de quimica fina é o uso de reagentes em quantidades estequiométricas nas

metodologias sintéticas (SHELDON, 2016). Como exemplo. podem ser citadas
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reacoes de reducdo com metais e hidretos metalicos, além de reacdes de oxidagao
com permanganato ou reagentes de cromo (IV), sendo que a Ultima possui o
agravante da toxicidade do residuo gerado (SHELDON; WOODLEY, 2018). Para
substituir as antigas metodologias torna-se imprescindivel o uso de alternativas

cataliticas mais sustentaveis na sintese organica (SHELDON, 2017).

1.2. Biocatalise e quimica verde

A biocatalise consiste no uso de enzimas e outros catalisadores biolégicos na
transformacao de substancias organicas ndo naturais (PELLIS et al., 2018). Ela € uma
ferramenta importante na sintese organica, ja que as enzimas catalisam as reacdes
de forma potencialmente quimio, régio e estereosseletiva, além de atuarem em
condicBes reacionais brandas (pH fisioldgico, temperatura e pressdao ambientes), e
uso de solventes ambientalmente mais amigaveis. Elas ainda sao oriundas de fontes
renovaveis, sdo biocompativeis, biodegradaveis, e ndo sdo téxicas ou perigosas
(SHELDON; BRADY, 2022; TURNER; O’'REILLY, 2013).

Quando se compara as enzimas aos catalisadores comumente usados em
reacbes organicas, (metalicos, organometalicos e organocatalisadores), elas
apresentam algumas vantagens. Esses catalisadores muitas vezes exigem condi¢gbes
reacionais extremas (tais como temperaturas e pressdes reacionais elevadas, além
de longos tempos reacionais), e podem gerar residuos ambientais, sendo necessario
tratamento do residuo gerado. Outro fato a ser considerado € a alarmante escassez e
finitude desses metais (PORTER; RUSLI; OLLIS, 2016; SHELDON; PEREIRA, 2017).

A biocatalise possui intrinsicamente algumas caracteristicas que a aproximam
dos principios preconizados pela quimica verde, e tal relagdo esta descrita no Quadro

1, a sequir.



Quadro 1. A relacéo entre a biocatéalise e os principios da Quimica Verde.

Principio | Relacdo com a biocatalise

a geracao de residuos

1 A seletividade enzimética evita etapas reacionais, diminuindo

devido a seletividade das enzimas.

2 As reacdes biocataliticas apresentam alta economia atémica

solventes pouco toxicos.

3 Os biocatalisadores sdo biodegradaveis e possuem baixa
toxicidade.

4 N&o se aplica apenas a processos biocataliticos.

5 A maioria das reac¢des biocataliticas acontecem em agua ou

6 Os biocatalisadores atuam em condi¢des reacionais brandas,

como pressao atmosférica e temperatura ambiente.

As enzimas séo provenientes de fontes renovaveis.

8 A alta seletividade dos biocatalisadores

elimina a

necessidade de etapas de protecéo e desprotecao.

operadores e para 0 meio ambiente.

9 As enzimas séo catalisadores eficientes.

10 N&o se aplica apenas a processos biocataliticos.

11 E aplicavel a processos biocataliticos.

12 As condi¢des reacionais sao brandas e seguras para 0S

Fonte: Adaptado de (TEIXEIRA; MILAGRE, 2020b)

1.3. Biocatdlise: breve histérico e seu contexto atual

25

O uso das enzimas pelo ser humano remonta da antiguidade, onde

microrganismos eram empregados em processos fermentativos (REETZ, 2013).

Como um marco para o inicio da descoberta da acdo desses biocatalisadores, em

1837 os pesquisadores Liebig e Wohler utilizaram um extrato bruto da améndoa

Prunus amygdalus, denominado por eles de emulsina, que continha a enzima

hidroxinitrila liase (HNL) e observaram a formacdo de HCN a partir de um composto
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gue posteriormente foi identificado como (R)-mandelonitrila (Esquema 1) (HANEFELD;
HOLLMANN; PAUL, 2022).

Esquema 1. Reagdo catalisada pela enzima hidroxinitrila liase

(0]

o hidroxinitrila liase
©/'\CN = H + HCN

(S)-mandelonitrila

Fonte: Adaptado de (HANEFELD; HOLLMANN; PAUL, 2022)

Anos mais tarde Rosenthaler, em 1908, também usou um extrato de améndoas
para sintetizar (R)-mandelonitrila a partir do benzaldeido, a reacdo reversa da reacao
observada em 1837 por Liebig e Wohler (BEHRENS et al., 2011; BORNSCHEUER et
al., 2012). Essa fase inicial de estudo das reacfes biocataliticas foi posteriormente
denominada como sendo a primeira onda da biocatalise. Nessa etapa eram utilizados
como fontes de biocatalisadores principalmente extratos de tecidos de plantas ou
animais e cepas microbianas selvagens, 0 que acarretava problemas, como baixos
rendimentos devido a reacfes paralelas e falta de estabilidade dos biocatalisadores
(Figura 2) (BORNSCHEUER, 2018; BORNSCHEUER et al., 2012; REETZ, 2013).

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante no final dos anos 80, a
biocatalise passou por um grande crescimento, no que foi entdo chamada de segunda
onda da biocatalise (BORNSCHEUER et al., 2012). Enzimas foram clonadas em
vetores e assim expressas em células de organismos procariotos ou eucariotos como
E. coli ou S. cerevisiae, respectivamente, aumentando sua producao, e tornando 0s
processos biocataliticos vantajosos em nivel industrial (Figura 2). Nessa época 0s
estudos de mutagénese sitio dirigida tiveram inicio, e as propriedades dos
biocatalisadores comecaram a ser modificadas de maneira a aumentar o escopo de
substratos aceitos pelas enzimas e assim aumentar seu uso na industria farmacéutica
e de quimica fina (BORNSCHEUER, 2018; BORNSCHEUER et al., 2012).

Nos anos 1990, com o trabalho de pesquisadores como Frances Arnold e Pim
Stemmer, a terceira onda da biocatalise teve seu inicio (BORNSCHEUER et al., 2012).
Foram desenvolvidas técnicas de evolucéo dirigida de enzimas, como DNA shuffling
e epPCR (error-prone PCR — PCR: reacdo em cadeia da polimerase), e assim

mutacdes foram introduzidas nas proteinas, adaptando os biocatalisadores para as



27

condicbes do processo, por exemplo, aumentando sua estabilidade, escopo de
substratos e reacdes catalisadas. (BORNSCHEUER et al., 2012; DE SOUZA,
MIRANDA; BORNSCHEUER, 2017; REETZ, 2013). Com essas tecnologias tornou-se
possivel nos dias atuais aperfeicoar uma enzima para um determinado processo, e
nao é mais necessario modificar o processo para acomodar a enzima disponivel,
como era necessario ha 25 anos (BADENHORST; BORNSCHEUER, 2018; PELLIS
et al., 2018).

Um exemplo de uma enzima sendo modificada para se acomodar a um
processo ja desenvolvido industrialmente, é a obtencéo da Sitaglitina (Figura 4), pela
Merck. Empregando como biocatalisador a ATA-117 da codexis, apds um total de 27
mutacdes, a enzima foi modificada de modo a acomodar a cetona volumosa
prositagliptina em seu sitio ativo, além de operar em condi¢bes diferentes das
naturais, com alta concentracdo de DMSO no meio reacional (50%), temperatura
elevada (45 °C), além de alta concentracdo do substrato (100 g L) (TEIXEIRA,
MILAGRE, 2020).

Figura 2. Ondas da biocatalise.

- \

Reagoes com cepas ¢ Evolugdo dirigida,
microbianas selvagens, \
extratos enzimdticos \

enzimas sdo
aperfeicoadas

1* onda - 1900s 3 onda - 1990s

4° onda

2° onda - 1980s

Tecnologia do DNA
recombinante, enzimas
expressas em E. coli

J

Fonte: elaborada pela autora.

Atualmente a biocatalise estd prosseguindo para a quarta onda
(BORNSCHEUER, 2018). Com o trabalho do The Arnold Group, liderado pela
professora Frances Arnold, enzimas monoxigenases do citocromo P450 foram

modificadas geneticamente para catalisar reacfes néo existentes na natureza, criadas
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por quimicos organicos sintéticos. Entre elas reacdes de ciclopropanacédo através de
transferéncia de carbenos (COELHO et al., 2013) e reacdes de aminacdo C-H atraves
de transferéncia de nitrenos (PRIER et al., 2017). Foram também desenvolvidas
enzimas que catalisam a formacao de ligagbes Si-H (KAN et al.,, 2016) e B-H
(JENNIFER KAN et al., 2017), fornecendo aos seres vivos a primeira atividade de
formacdes de ligacbes carbono-silicio e carbono-boro (ARNOLD, 2018;
BORNSCHEUER, 2018; HAMMER; KNIGHT; ARNOLD, 2017). Essas reacoes

encontram-se representadas na Figura 3.

Figura 3. Reac¢fes nédo-naturais de enzimas desenvolvidas pelo grupo da professora Frances

Arnold.
a) Ciclopropanacao b) Aminagéo C-H
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c) Formacgéo de ligagcéo Si-H c) Formacéo de ligagéo B-H f/N
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Fonte: elaborada pela autora.

A relevancia da contribuicdo das pesquisas do The Arnold Group para a
sociedade foi evidenciada pelo Prémio Nobel de Quimica 2018, que laureou Frances
H. Arnold com metade do prémio pelas suas contribuicbes na area de “Evolugdo
Dirigida de Enzimas” e a outra metade foi dividida entre George P. Smith e Sir. Gregory
P. Winter “pelo desenvolvimento da tecnologia phage display de peptideos e
anticorpos (ARNOLD, 2019).

Em razdo dos avancos recentes proporcionados pela terceira onda da
biocatalise, principalmente evolugéo dirigida e engenharia de proteinas, aliados aos
progressos nas técnicas de sequenciamento de genomas e a sintese de genes, a
biocatalise passou a ser mais amplamente empregada pela industria, principalmente
no setor farmacéutico na sintese de IFAs (ingrediente farmacéutico ativo). Com o
auxilio das técnicas citadas acima, o sucesso do emprego das enzimas pelas
industrias farmacéuticas foi evidenciado com a alta seletividade, rendimentos e

excessos enantioméricos elevados, além de eliminacdo de usos de metais pesados,
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cuja eliminacdo a um nivel aceitavel, requerido na sintese de farmacos, gera custos
elevados (SHELDON; WOODLEY, 2018).

Entre os exemplos bem sucedidos de processos biocataliticos na sintese de
IFAs podem ser citadas a obten¢cdo do montelucaste (Singulair) (LIANG et al., 2010),
sintese da cadeia lateral da atorvastatina (Lipitor) (MA et al., 2010) e a obtencao da

sitagliptina (Januvia) (SAVILE et al., 2010), como pode ser observado na Figura 4.

Figura 4. Exemplos de aplicagbes de processos biocataliticos na industria farmacéutica

a) Montelucaste
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b) Atorvastatina (cadeia laderal)
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c) Sitagliptina

F F
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ATA-117 -
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b NH, 0 b
FsC )\ )J\ FsC Rendimento 92%
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Fonte: Adaptado de (TEIXEIRA et al 2022)

llustrando a relevancia do uso de catalise enzimatica em nivel industrial, a
guantidade de processos biocataliticos reportados em industrias vém apresentando

uma tendéncia de aumento nos ultimos anos: havia cerca de 60 processos em 1990,
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134 em 2002 e em 2019 esse numero ja era da ordem de algumas centenas
(HECKMANN; PARADISI, 2020).

Apesar da biocatalise estar evoluindo para uma quarta onda no setor global, no
Brasil as pesquisas ainda ndo se encontram nesse nivel. Em artigo de revisédo
publicado em 2015, Birolli e colaboradores realizaram uma revisdo do estado da
biocatalise no Brasil e, apesar do crescimento na area, no pais as pesquisas ainda se
encontram em grande parte restritas ao emprego de células selvagens sem expressao
da enzima de interesse, ou de enzimas microbianas ja disponiveis comercialmente
(BIROLLI et al., 2015).

1.4. Surfando na terceira onda: as estratégias disponiveis para realizar as

modificagdes nas enzimas

As estratégias disponiveis para a modificacdo de enzimas podem ser divididas
entre trés categorias principais, sendo elas (1) evolugao dirigida, (2) design racional e

(3) design semirracional, como ilustrado na

Figura 5. A principal diferenca nas abordagens das estratégias mencionadas
sdo: a necessidade de conhecimentos prévios da estrutura tridimensional da enzima
e 0 numero de mutantes enziméticos gerados pelas técnicas, o que implicara
diretamente em maior ou menor demanda nas etapas de ensaios de triagens

enzimaticas para selecdo dos candidatos mais promissores (BEHRENS et al., 2011).

Figura 5. Estratégias para obtencdo das modificacdes nas enzimas
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Fonte: (TEIXEIRA; MILAGRE, 2020b)
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Nas técnicas de evolucédo dirigida (Figura 5a), sdo criadas grandes bibliotecas
de mutantes através de mudancas randémicas na sequéncia primaria da enzima
(BEHRENS et al., 2011). Cada mutante recém criado é submetido a ensaios de
triagem enzimética para a propriedade de interesse e os melhores hits s&o
selecionados e submetidos a novos ciclos de mutagdes, a fim de aperfeicoar a
caracteristica escolhida, como por exemplo atividade enzimatica, termoestabilidade,
seletividade, dentre outras (OTTEN; HOLLMANN; ARENDS, 2010).

O design racional (Figura 5c), por sua vez, € baseado em mutac¢des pontuais e
especificas que dependem de conhecimento prévio da estrutura (primaria, secundaria
e terciaria) da enzima, além do dominio de técnicas de bioinforméatica e de modelagem
molecular para prever as relacbes entre estrutura-atividade para a criacdo dos
melhores mutantes (REETZ; KREBS, 2011). J4 o design semirracional (Figura 5b) é
uma combinacdo das duas estratégias anteriores e utiliza informacdes estruturais
previamente identificadas em enzimas correlatas a enzima de interesse, quando esta
nao possui tais informacgodes, e as utiliza no direcionamento das etapas de mutacdes
randdémicas (MARTiNEZ; SCHWANEBERG, 2013).
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Capitulo 1



33

2. Introducéo -Capitulo 1

2.1. Transaminases (ATAS)

As transaminases (EC 2.6.1.x), S0 enzimas que possuem como seu papel
metabdlico primario catalisar a transferéncia de um grupo amino de um aminoéacido
para um a-cetoacido (WILLIES et al., 2016). Para a reacao de transaminacdo a enzima
requer como cofator o piridoxal-5-fosfato (PLP), que age como um intermediario na
transferéncia do grupo amino (FUCHS; FARNBERGER; KROUTIL, 2015; SIMON et
al., 2014).

A reacdo pode ser classificada como uma reacéo redox neutra, composta por
duas meias reacdes: sendo que a primeira etapa é de desaminacdo oxidativa do
doador amino, convertendo o PLP a sua forma reduzida PMP, seguida por uma
aminacao redutiva do aceptor amino, sendo que o PMP € novamente oxidado a PLP
(MALIK; PARK; SHIN, 2012; MATHEW; YUN, 2012; RUDAT; BRUCHER; SYLDATK,
2012). Como o cofator é regenerado, ele é necessario apenas em quantidades
cataliticas (SIMON et al., 2014).

As transaminases produzem aminas de duas maneiras principais (Esquema 2):
através de resolucéo cinética de misturas racémicas de aminas primarias e por meio
de sintese assimétrica, onde uma carbonila pré-quiral de cetona é convertida em uma
amina com centro assimétrico definido. A aminacgdo redutiva de cetonas é favorecida,
ja que pode levar a um rendimento tedrico de 100%, enquanto que o da resolucéo
cinética é de, no maximo, 50% (HOHNE et al., 2010; MALIK; PARK; SHIN, 2012).
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Esquema 2. Tipos de reacfes catalisadas pelas transaminases

A) Resolugao cinética de aminas racémicas

NH, NH, o-TA, PLP NH, o

Ao e T K

R R'" R R? /\ R R? R R!
Aceptor amino co-produto
B) Aminagao redutiva assimétrica
0 o-TA, PLP NH,

Doador amino co-produto

Fonte: Elaborada pela autora

O mecanismo dessa reacdo se sucede da seguinte maneira: na auséncia do
substrato o PLP encontra-se ligado covalentemente a um residuo de lisina do sitio
catalitico, como ilustrado no Esquema 3, formando a aldimina interna (A) (RUDAT,;
BRUCHER; SYLDATK, 2012). Com a presenca do doador amino, o carbono da
ligacdo C=N da base de Schiff sofre um ataque nucleofilico pelo par de elétrons do
doador amino, neste caso uma alanina, formando uma imina entre o doador amino e
o PLP (B), liberando o residuo de lisina. Esse ataque é facilitado pelo oxigénio fendlico
do PLP e por uma molécula de 4gua do sitio ativo, que estabilizam o intermediéario
formado através de ligacbes de hidrogénio (FUCHS; FARNBERGER; KROUTIL,
2015).

O residuo de lisina entdo abstrai um préton do carbono quaternario, que ficou
mais acidico devido a formacédo da imina. Assistida pelo par de elétrons do anel
piridinico, os elétrons da ligacdo dupla abstraem um préton do residuo de lisina,
formando a cetimina E. A imina entdo € hidrolisada, liberando o doador amino, agora
na forma de cetona, e o PLP é convertido na sua forma reduzida PMP (F), que por
sua vez esta pronta para transferir o grupo amino para uma cetona pelo caminho
inverso da reacao, ja que todas as etapas sao reversiveis (FUCHS; FARNBERGER,;
KROUTIL, 2015).
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Esquema 3. Proposta mecanistica de atuacdo de transaminases
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Fonte: Adaptado de (FUCHS; FARNBERGER; KROUTIL, 2015)

Em relacdo a sua estrutura proteica tridimensional, as transaminases existem
como um homodimero, com duas subunidades idénticas. Cada subunidade é
composta por um dominio maior e um menor. Os dois sitios ativos se encontram na
interface entre os dois dominios, como ilustrado na Figura 6 (LtYSKOWSKI et al., 2014;
THOMSEN et al., 2014).
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Figura 6. Estrutura tridimensional da ATA (R)-seletiva de A. fumigattus

Fonte: (THOMSEN et al., 2014)
Cada mondémero esta dividido por cores. Os dominios menores estao representados em azul
escuro e vermelho, e os maiores em azul claro e laranja. O cofator PLP esté ligado a Lys179 na interface

dos dominios (mostrado em rosa).

O sitio catalitico de uma transaminase é constituido de dois bolsées, um maior
e outro menor, como representado na Figura 7. A forma do sitio catalitico explica a
especificidade e estereosseletividade que essas enzimas possuem em relacdo ao
substrato. Quando o substrato se encontra no sitio catalitico, ocorre reconhecimento
duplo dos grupos hidrofébicos e carboxilato no bolsdo maior, sendo que o grupo
carboxilato sofre forte repulsdo no bolsdo menor. Bons substratos para a enzima séo
agueles que possuem duas regifes de tamanhos distintos ao redor da carbonila, de
modo que possam interagir efetivamente no sitio catalitico, sendo que o substituinte
menor, vital no reconhecimento do substrato, ndo deve ser maior do que um grupo
etila (MALIK; PARK; SHIN, 2012).

Figura 7. Representacdo esquemdtica do sitio catalitico das transaminases

(R)seletiva (S)seletiva

Fonte: (HOHNE et al., 2010)
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3. Obijetivos

Esse trabalho teve como objetivo estudar a reacdo de aminacdo redutiva
enzimatica de cetonas pré-quirais, visando a sintese de blocos construtores quirais de
interesse comercial. Focou-se em avaliar a presenca de uma insaturagdo em uma
cetona a,p-insaturada, bem como de moléculas com heterociclos. Para isso foram
utilizados como biocatalisadores transaminases comerciais e transaminases

selvagens expressas heterologamente em E. coli.
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4. Resultados e Discussao

De modo a expandir o escopo de substratos para a reagdo de aminacao
redutiva catalisada por transaminases, em continuagé&o a trabalho realizado durante o
mestrado da autora, foram realizadas algumas reacfes empregando como
biocatalisadores as transaminases (ATAs) recombinantes provenientes dos
microrganismos Aspergillus terreus, Mycobacterium vanbaalenii, Ruegeria pomeroyi,
Vibrio fluvialis e Chromobacterium violaceum. O esquema geral para essas reacoes

esta representado na Figura 8.

Figura 8. Reag6es com transaminases e escopo de substratos

o)
)K PLP, pH 7.5, 30 °C, 24 h )Niz
Ri Y
NH, o)
N N

4.1. Avaliando a influéncia de um heterociclo: reacées com acetofenona, e

furilmetilcetona

A acetofenona, uma metil-cetona pro-quiral com duas regides de tamanhos
distintos ao redor da carbonila, € uma cetona que tradicionalmente é bastante
empregada em reagdes com transaminases. A cetona analoga, com um anel furano
no lugar do benzeno, no entanto, ndo € tdo explorada na literatura. Empregamos entéao
esses dois compostos em uma reacdo com quatro ATAs (Aspergillus terreus,
Mycobacterium vanbaalenii, Ruegeria pomeroyi, e Chromobacterium violaceum) na
forma de extrato enzimatico bruto (Esquema 4), usando como composto doador de
amina a isopropilamina, uma amina ja testada em condicé&o ja otimizada anteriormente
(TEIXEIRA, 2018).
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Esquema 4. Reacdo de aminacdo redutiva da acetofenona e furilmetilcetona catalisada por

ATAs e empregando IPA como doador de amina

ATA

0 NH,
PLP,pH 7.5,30°C, 24 h
R)‘k ~ i R
—
NH, (0]

R@@ A I

Considerando a baixa concentracdo de proteina obtida no ensaio de Bradford
e, portanto, a baixa concentracdo de ATA, alguns resultados obtidos sdo bastante
promissores. Esses resultados estdo listados na Tabela 1. Nas reagbes com a
acetofenona, foi obtida conversédo de 45-99% com 3 das 4 enzimas avaliadas, e em
todos os casos foi obtida alta seletividade, com o ee >99%. Ja no caso do composto
analogo com anel furanico, apenas com a enzima de M. vanbaalenii foi obtida uma
conversao de 8%. Dunbabin e colaboradores estudaram varios substratos derivados
de biomassa, principalmente aldeidos, na aminacédo redutiva usando as ATAs de C.
violaceum e M. vanbaalenii (DUNBABIN et al., 2017). Diferentemente da condicéo
reacional aqui utilizada, eles empregaram como composto doador de amina a
feniletilamina, sendo capazes de obter para a furilmetilcetona converses superiores
as daqui obtidas (18 -54%).
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Tabela 1. Conversdes e excessos enantiomérico da reacdo de acetofenona e furilmetilcetona
com o conjunto de quatro ATAs

Substrato C. violaceum A. terreus M. vanbaalenii R. pomeroyi
(S)-ATA (R)-ATA (R)-ATA (S)-ATA
C.[%] eep C.[%] eep C. [%] eep[%] c.[%] eep[%]
(%] [%]
Acetofenona 0 - 45 >99 >99 >99 72 >99
Furilmetilcetona O - 0 - 8 - 0 -

Condig6es: 20 mM cetona, 300mM IPA, 1% DMSO, 1 mM PLP, 1.5 mL extrato enzimético bruto, 30°C,
24 h. Conversdes foram determinadas por cromatografia gasosa (GC-FID). Os excessos
enantioméricos foram determinados por andlises quirais de GC usando coluna Hydrodex® B-3P column

(25 m x 0.25 mm x 0.25 um; Machery-Nagel).

4.2. Estudo dainfluéncia da presenca da ligacdo dupla em metil-cetonas dna

reacado catalisada por transaminases

A fim de se estudar a influéncia da presenca de uma insaturagao no substrato
para a reacdo catalisada por transaminases, foram escolhidos dois substratos com
estrutura semelhante, diferenciando-se apenas pela presenca da ligacao dupla. Os
experimentos foram feitos primeiramente empregando-se a cetona 1-fenil-3-butanona
(Esquema 5) e a isopropilamina como doador de amina, que ja havia sido definido

como um bom doador de amina em trabalho anterior (TEIXEIRA, 2018).
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Esquema 5. Reacdo de aminacdo redutiva da 1-fenil-3-butanona catalisada por ATAs e

empregando IPA como doador de amina

ATA
0 NH,
©/\)k PLP, pH 7.5,30 °C, 24 h @/\)\
- T
NH, 0
AN A

Foram empregados como biocatalisadores um conjunto de cinco ATAs
recombinantes provenientes dos microrganismos C. violaceum, R. pomeroyi, A.
terreus, M. vanbaalenii e V. fluvialis na forma de extratos enziméticos brutos, e
também a enzima comercial ATA-256, que € uma enzima mutante da de V. fluvialis e
foi adquirida da empresa Codexis. Os resultados dessas reacfes encontram-se na
Tabela 2.

Tabela 2. Conversfes e excessos enantiomérico da reacado de 1-fenil-3-butanona com o

conjunto de seis ATAs

Entrada ATA Conv. (%) e.e. (%)
1 C. violaceum 80 97 (S)
2 R. pomeroyi >99 >99 (S)
3 A. terreus 93 >99 (R)
4 M. vanbaalenii >99 >99 (R)
5 V. fluvialis 97 78 (S)
6 ATA-256 >99 >99 (S)

Condig6es: 20 mM cetona, 300mM IPA, 1% DMSO, 1 mM PLP, 1.5 mL extrato enzimatico bruto, 30°C,
24 h. Conversdes foram determinadas por cromatografia gasosa (GC-FID). Os excessos
enantioméricos foram determinados por andlises quirais de GC usando coluna Hydrodex® $-3P column

(25 m x 0.25 mm x 0.25 um; Machery-Nagel).

As reacbes de aminacao redutiva empregando a cetona 1-fenil-3-butanona em

geral obtiveram valores de conversbes altos (80 - >99%) e bons excessos
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enantioméricos (78 - >99%). O menor valor de conversao obtido foi empregando a
ATA (S)-seletiva de C. violaceum (Entrada 1), com uma conversédo de 80% e ee de
97%, valor similar ao descrito na literatura por Kroutil e colaboradores, embora eles
tenham empregado outro doador de amina na reacdo (KOSZELEWSKI et al., 2010).

Em relacdo as outras enzimas (S)-seletivas, com a ATA de R. pomeroyi
(Entrada 2) as conversdes e ee alcancados foram excelentes, ambos maiores que
99%, valores superiores ao ja descrito na literatura com esse substrato e doador de
amina (MALLIN; HOHNE; BORNSCHEUER, 2014). Com a ATA selvagem de V.
fluvialis (Entrada 5) obtivemos um bom valor de conversdo (97%) e um ee moderado
(78%). Esses valores foram elevados quando se empregou a ATA-256 (Entrada 6),
variante engenheirada da enzima de V. fluvialis, sendo obtida conversdo total no
produto, com uma alta seletividade pelo enantiomero S (ee > 99%).

Por fim, quando foram empregadas as duas enzimas (R)-seletivas, com a ATA
de Aspergillus terreus (Entrada 3) foi obtida uma boa conversdo com alta seletividade
para o enantidmero (R), e com a ATA de Mycobacterium vanbaaleni foram obtidos
excelentes conversdes e ee (ambos maiores que 99%).

O outro substrato estudado foi a cetona a- insaturada 4-fenilbut-3-en-2-ona
(Esquema 6), composto que, devido a planaridade que a ligacdo dupla confere a
molécula, € um substrato mais desafiador que o primeiro avaliado (1-fenil-3-butanona)
para a enzima. Para esse composto também foram empregados as cinco ATAs
recombinantes na forma de extratos enzimaticos brutos, e também a ATA-256 da

Codexis. Os resultados encontram-se listados na Tabela 3.

Esquema 6. Reacdo de aminagéo redutiva da 4-fenilbut-3-en-2-ona catalisada por ATAs e

empregando IPA como doador de amina
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Tabela 3. Conversdes e excessos enantiomérico da reagao de 4-fenilbut-3-en-2-ona com o
conjunto de seis ATAs

Entrada ATA Conv. (%) e.e. (%)
1 C. violaceum 0 -
2 R. pomeroyi 9 >99 (S)
3 A. terreus 3 >99 (R)
4 M. vanbaalenii 4 >99 (R)
5 V. fluvialis 5 90 (S)
6 ATA-256 87 >99 (S)

Condig6es: 20 mM cetona, 300mM IPA, 1% DMSO, 1 mM PLP, 1.5 mL extrato enzimatico bruto, 30°C,
24 h. Conversdes foram determinadas por cromatografia gasosa (GC-FID). Os excessos
enantioméricos foram determinados por andlises quirais de GC usando coluna Hydrodex® -3P column

(25 m x 0.25 mm x 0.25 um; Machery-Nagel).

Utilizando-se a 4-fenilbut-3-en-2-ona como substrato, as conversfes cairam
drasticamente, em relacdo ao seu analogo saturado. Com o conjunto de enzimas
selvagens recombinantes, o melhor resultado obtido foi com a enzima (S) seletiva de
R. pomeroyi, com uma converséo de 9% e ee maior que 99%. A seletividade manteve-
se, de maneira geral, alta para a maioria das enzimas avaliadas, com excecéo da
enzima de V. fluvialis, que apresentou um ee de 90%. Na reacdo com a ATA-256 da
Codexis, no entanto, foi obtido uma conversdo elevada de 87%, com excelente
seletividade para o enantiomero (S), maior que 99%. Em artigo recente, Gotor e
colaboradores também verificaram que a ATA-256 foi a melhor transaminase que eles
avaliaram para a reagdo com a 4-fenilbut-3-en-2-ona (ALBARRAN-VELO;
LAVANDERA; GOTOR-FERNANDEZ, 2020).

De posse desses resultados, optamos por, em parceria com o laboratério
LabMMol da UFRJ, liderado pelo Prof. Dr. Bruno Horta realizar um estudo de
ancoragem molecular com esses dois compostos e as enzimas estudadas, para
verificar se ha no sitio ativo algum- fator que ajude a explicar os resultados obtidos.

As conversdes mais altas (80-99%) e enantiosseletividades (78-99%) obtidas

gquando usada a cetona saturada 2-fenilbutanona em relacdo a sua analoga
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insaturada, foram atingidas devido principalmente a diminuicéo da flexibilidade que a
ligacdo dupla conferiu a cetona insaturada, que ocasionaram em um menor numero
de intera¢@es intramoleculares favorecidas no sitio ativo. A diferenca de atividade da
ATA de V. fluvialis quando comparada a ATA-256 foi principalmente ocasionada em
decorréncia da presenca de quatro mutacdes pontuais V153S, K163L, S284A e
A323T, que resultaram em interacdes intramoleculares mais favoraveis para a ATA-
256, e diminuicdo da distancia para ataque nucleofilico. A discussdo com maior
profundidade pode ser encontrada na publicacdo decorrente desses experimentos
(TEIXEIRA et al., 2022).
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5. Conclusoes

No decorrer desse trabalho foi possivel estudar a reacao de aminacéo redutiva
assimétrica de cetonas, empregando um conjunto de cinco ATAs recombinantes
expressas em E. coli, as ATAs (R)-seletivas provenientes dos microrganismos
Aspergillus terreus e Mycobacterium vanbaalenii, e as ATAs (S)-seletivas de
Chromobacterium violaceum, Ruegeria pomeroyi, Vibrio fluvialis, e uma enzima
comercial, a ATA-256 da Codexis, que € uma variante engenheirada de enzima de V.
fluvialis.

Quando foi avaliado a presenca de um heterociclo no composto
furilmetilcetona, quando se comparando com a acetofenona, conseguimos observar
um decréscimo na atividade frente a reacdo estudada, sendo que apenas a enzima
de M. vanbaalenii foi capaz de converter a cetona em sua respectiva amina, com uma
conversdo modesta de 8%. Os resultados aqui obtidos ainda séao preliminares, e um
ponto de partida para que as condigdes reacionais possam ser otimizadas a fim de se
obter um resultado mais interessante quando empregando-se esse composto.

Em relacédo ao estudo comparando-se a presenca de insaturacdo na cetona a-
B-insaturada 4-fenilbut-3-en-2-ona em relacdo a seu analogo sem insaturacéao 1-fenil-
3-butanona, observamos que o0s resultados com o composto saturado foram
superiores, com conversdes (80 a 99%) e enantiosseletivade (78 a 99% ee) mais
elevadas que para a cetona a-B-insaturada. O melhor resultado obtido para a 4-
fenilbut-3-en-2-ona foi com a enzima ATA-256 da Codexis. Em estudo de ancoragem
molecular foi possivel observar que a diminui¢éo da flexibilidade na molécula devido

a sua insaturacao foi o fator decisivo para a diminuicdo da atividade enzimética.
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Capitulo 2
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6. Introducéo — Capitulo 2

6.1. Vias cataliticas para obtencdo de amidas

A obtencdo de amidas € de grande interesse na industria quimica e
farmacéutica. Nos ultimos 40 anos, 21,3% das reacdes empregadas na obtencao de
farmacos envolveram a formacédo de uma amida (SCHNEIDER et al., 2016). Além
disso, as amidas também séo utilizadas como materiais de partida na obtencéo de
varios polimeros de importancia econémica, como a poliacrilamida (AHMED; KNAPP;
TYLER, 2011).

As metodologias classicas para sintese de amidas a partir de nitrilas
apresentam uma série de desvantagens, como alta demanda energética, condi¢cdes
reacionais extremas e a geracdo de coprodutos, como o acido carboxilico formado na
hidrolise da amida. A geracao do acido organico compromete o rendimento e também
implica em etapas de purificacdo posteriores no processo, 0 que ira demandar mais
recursos, como solventes e energia (AHMED; KNAPP; TYLER, 2011).

A importancia de aprimoramento nas metodologias para obtencdo de amidas
foi enfatizada quando o Instituto Americano de Quimica Verde elencou “formagao de
amida evitando reagentes com baixa economia atdémica” como um desafio para a
quimica organica em 2007 (DORR; FUERST, 2018; PITZER; STEINER, 2016). Dessa
maneira metodologias para obtenc¢édo de amidas de maneira ambientalmente amigavel

sdo de grande interesse na industria.

6.2. Nitrilas hidratases

Dentre as abordagens biocataliticas para obtencdo de amidas destacam-se as
nitrilas hidratases (NHases). As nitrilas hidratases (EC 4.2.1.84) s&o enzimas
importantes no catabolismo de nitrilas, catalisando a reacdo de hidratacdo de uma
nitrila em sua correspondente amida, como ilustrado no Esquema 7 (CHEN et al.,
2009; DORR; FUERST, 2018; GONG et al., 2017).
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Esquema 7. Reacdo catalisada pela NHase

o)

_ NHase
R—=N H,0 R)kNH2

Existem duas vias metabdlicas principais para o catabolismo de nitrilas, como
estd ilustrado no Esquema 8. A primeira rota envolve uma reacao direta, catalisada
por uma enzima nitrilase (EC 3.5.5.1), que consiste de uma reacao de hidrélise da
nitrila diretamente ao acido carboxilico correspondente, gerando como coproduto uma
molécula de aménia (CHHIBA-GOVINDJEE et al., 2019). Ja na segunda rota, a nitrila
€ primeiramente convertida em uma amida, por acdo da nitrila hidratase, e a seguir
ela é convertida no acido carboxilico corresponde por acdo de uma enzima amidase
(EC 3.5.1.4) (GONG et al., 2017).

Esquema 8. Vias metabdlicas para degradacgédo de nitrilas

Nitrilase
N Nitrila Q Amidase O
A =
R hidratase R™ NH; R” “OH

As NHases foram primeiramente reportadas no microrganismo Rhodococcus
rhodochrous J-1 (antigamente identificado como Arthrobacter sp. J-1) por Asano e
colaboradores, onde foi observada uma nova enzima com acédo de degradagao de
acetonitrila  (ASANO; TANI; YAMADA, 1980). Asano e colaboradores também
desenvolveram uma metodologia para obtencao de acrilamida, a partir da acrilonitrila,
catalisada por NHases, como ilustrado no Esquema 9 (ASANO; YASUDA,; TANI, 1982;
CHEN et al., 2009; PRASAD; BHALLA, 2010).
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Esquema 9. Reacdo de obtencao da acrilamida para sintese da poliacrilamida

NHase o
N n
H,0 NH, NS0

A acrilamida é um produto quimico commodity usado como monémero na
manufatura de poliacrilamida, um polimero que possui varias aplicacdes, entre elas
na industria petrolifera, em tratamento de agua, e nas industrias de papel e téxtil
(DORR; FUERST, 2018). Sua sintese a partir da acrilonitrila, catalisada por nitrila
hidratase, talvez seja um dos exemplos mais bem sucedidos da aplicacdo de uma rota
biocatalitica na industria (JIAO et al., 2020). Esse processo vem sendo realizado com
sucesso ha 40 anos e atualmente a acrilamida € obtida em uma quantidade superior
a 600.000 toneladas por ano no processo catalisado por NHases (DORR; FUERST,
2018; KOBAYASHI; NAGASAWA; YAMADA, 1992).

6.3. Nitrilas hidratases: Estrutura, Ocorréncia e Mecanismo

As nitrilas hidratases sdo metaloenzimas, dependentes de ferro ndo-heme de
baixo spin (Fe3*) ou de cobalto ndo corrinéide de baixo spin (Co®**) (AHMED; KNAPP;
TYLER, 2011; DORR; FUERST, 2018). A presenca do ion metalico contribui para o
melhoramento na capacidade de hidratacdo da nitrila além de auxiliar no dobramento
da proteina, aumentando sua estabilidade (CHEN et al., 2009; GONG et al., 2017).

As NHases do tipo Fe ainda apresentam fotorreatividade regulada por um 6xido
nitrico endoégeno. Quando incubadas no escuro a atividade da NHase é perdida,
sendo completamente recuperada apos irradiacdo luminosa (PEI et al., 2014). Nas
enzimas tipo Fe a molécula de NO enddgena permanece ligada ao Fe3* no sitio ativo
até receber irradiagdo luminosa, quando entdo o oxido nitrico é substituido por uma
molécula de agua ou OH-, resultando na recuperacao da atividade original da NHase
(BANERJEE; SHARMA; BANERJEE, 2002). As NHases tipo Co ndo possuem
fotorreatividade mediada por NO, sendo que no sitio de coordena¢édo do metal ha no
lugar uma molécula de agua (CHENG; XIA; ZHOU, 2020).

No que diz respeito a especificidade de substratos, era reportado na literatura

que as nitrilas hidratases do tipo Fe possuiam uma maior predilecdo para as nitrilas
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alifaticas, enquanto as NHases tipo Co atuam na hidratacédo de nitrilas aromaticas,
embora estudos recentes indiguem que a especificidade pelo substrato ndo esta
ligada ao tipo de ion metéalico na enzima (MASHWEU et al., 2020).

As nitrilas hidratases do tipo Fe possuem uma ocorréncia menor do que as do
tipo Co. A bactéria Rhodococcus erythropolis € o principal organismo produtor das
NHases tipo Fe, sendo que essas enzimas também ja foram reportadas nos
microrganismos Pseudomonas. chlororaphis, Pseudomonas putida e Bacillus sp. J&
as NHases tipo Co possuem uma ocorréncia muito maior, sendo que a NHase de
Rhodococcus rhodochrous é um exemplo de uma tipo-Co muito estudada e
empregada. Outros exemplos de organismos em que ja foram descobertas NHases
com Co como ion metalico sdo Pseudonocardia thermophila e também em P. putida
(CHENG; XIA; ZHOU, 2020).

Em relacdo a sua estrutura tridimensional, as NHases sao constituidas por duas
subunidades (subunidades o e ), sem homologia na sequéncia de aminoacidos,
podendo existir na forma de um heterodimero o8 ou um heterotetramero o232 (GONG
et al., 2017; KAYANUMA et al., 2015; PEI et al., 2017). O sitio ativo contendo o ion
metalico se encontra na interface das subunidades (PEI et al., 2017). Na Figura 9

encontra-se representada uma NHase de Bacillus sp.

Figura 9. Representacdo da estrutura tridimensional de uma enzima Nitrila hidratase de
Bacillus sp (PDB ID 2DPP).

Fonte: Elaborada pela autora usando o software Pymol®.
(As subunidades a e b estdo representadas em verde e azul, respectivamente. A esfera

vermelha representa o cofator Co3*.)
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No sitio ativo das NHases o ion metalico esta coordenado a trés residuos de
cisteina altamente conservados, dois nitrogénios de amida e uma molécula de agua
(Figura 10) (GONG et al., 2017; GUMATAOTAO et al., 2013). Duas das cisteinas séo
modificadas em um processo pos-traducional a cisteina acido sulfinico (Cys-SO2H) e
cisteina acido sulfénico (Cys-SOH) (PEI et al., 2017). Além disso, os residuos de

serina, tirosina e arginina também séo conservados no sitio ativo (GONG et al., 2017).

Figura 10. Estrutura do centro metalico no sitio ativo de uma NHase

Tir37~o
H
Tirp
H
\ CHs '/Mgss
¢ _HNH

estrutura sitio ativo de NHase

O mecanismo catalitico para essa enzima ainda ndo foi completamente
elucidado, e algumas propostas mecanisticas foram reportadas na literatura. Existem
trés hipoteses principais de como a reagao procede, I) o mecanismo de esfera interna,
o II) mecanismo de esfera externa e Ill) o “novo” mecanismo de esfera externa, como
esta ilustrado no Esquema 10 (GONG et al., 2017).

Na primeira proposta (Esquema 10-a), 0 mecanismo procede via coordenagao
da nitrila do substrato ao atomo metalico, substituindo assim a molécula de agua ou
hidroxido que anteriormente estavam ligados ao ion metalico (HOPMANN; GUO;
HIMO, 2007). Essa ligagéo enfraquece a ligagao tripla CN e a torna mais suscetivel
ao atague de uma molécula de agua (GUMATAOTAQO et al., 2013). Essa € a proposta
mecanistica que mais foi aceita, e os residuos de aminoécidos, pTyr72, aSer113 e
aCys-SOH foram sugeridos como potenciais candidatos a atuarem como nucleofilos
nessa reacao (HOPMANN; HIMO, 2008; MITRA; HOLZ, 2007; YAMANAKA et al.,
2010).
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Na segunda proposta (Esquema 10-b), a hidrdlise seria catalisada por um ion
hidroxido, coordenado ao atomo metalico (PRASAD; BHALLA, 2010). Por fim, na
terceira proposta mecanistica (Esquema 10-c), a hidroxila coordenada ao atomo
metélico ativaria uma molécula de agua livre no sitio ativo, e esta molécula iria

catalisar a hidrolise da nitrila (GONG et al., 2017; MITRA; HOLZ, 2007; YAMANAKA
et al., 2010).

Esquema 10. As trés possibilidades de mecanismo inicialmente propostos para as NHases

3+
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Fonte: Adaptado de (PRASAD; BHALLA, 2010)

Recentemente um quarto mecanismo foi proposto, em que o residuo aCys-
SOH113 (nas NHases tipo Co) ou aCys114-SOH (nas NHases tipo-Fe) atuaria como

nucleodfilo, sendo o responsavel pelo ataque a nitrila. Os autores observaram que o

oxigénio da carboxamida seria entdo oriundo desse aminoacido (NELP et al., 2016).
Posteriormente, um estudo de mecanica quantica (Esquema 11) determinou o
mecanismo de como essa reacdo aconteceria (PREJANO et al., 2017).

Quando o substrato nitrilado estiver coordenado ao atomo de Fe3* ou Co%*, o
grupo hidroxila da Cys-SOH ataca o carbono nitrilico, e o par de elétrons é deslocado

para o nitrogénio. Na proxima etapa, uma molécula de agua atua como base,
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abstraindo o proton ligado ao oxigénio da hidroxila, possibilitando que a carbonila seja
restaurada. Movido pela restauracdo da ligacdo dupla C=0, o par de elétrons da
ligacdo dupla C=N é deslocado para o nitrogénio que, por sua vez, abstrai um préton
do residuo aSerll3. AplOs essa etapa, a amida é formada com auxilio de uma
molécula de agua, e o sitio ativo da enzima é restaurado para o préximo ciclo catalitico
(PREJANO et al., 2017).

Esquema 11. Nova proposta mecanistica para nitrilas hidratases (tipo Fe), com o residuo Cys-

SOH atuando como nucledéfilo
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Fonte: Adaptado de (PREJANO et al., 2017)

6.4. Nitrilas hidratases: limitagdes da enzima e areas a serem exploradas

Apesar de ja serem enzimas amplamente empregadas industrialmente, como
mencionado antes, a maioria das NHases ja reportadas na literatura apresentam a
desvantagem de possuir baixa estabilidade térmica. Em geral, a temperatura

operacional 6tima dessas enzimas esta em uma faixa entre 20 — 35 °C (PRASAD;
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BHALLA, 2010). Por exemplo, as NHases de P. chlororaphis B23 e Rhodococcus sp.
N-774 sao instaveis em temperaturas acima de 20°C (CHENG; XIA; ZHOU, 2020).
Além disso, a reacdo de hidratacdo de nitrilas € exotérmica, o que implicaria em
geracao de custos para manter os reatores em temperaturas mais baixas, limitando a
aplicacao dessas enzimas em nivel industrial (CHENG; XIA; ZHOU, 2020). Entre as
técnicas jA empregadas para se aumentar a estabilidade desses biocatalisadores,
incluem-se integracdo de pontes de dissulfeto, criacdo de pontes salinas na superficie
da proteina (CHEN et al.,, 2012) e integracdo de peptideos de automontagem as
extremidades C- ou N- terminais da enzima (GONG et al., 2017; LIU et al., 2014a,
2014b).

As NHases j& reportadas na literatura também apresentam baixa
enantiosseletividade e aceitam uma gama de substratos reduzida (BHALLA et al.,
2018). Em geral essas enzimas exibem preferéncia por nitrilas com pouca substituicdo
no carbono alfa, reagindo melhor com nitrilas primarias como substrato, apresentando
pouca atividade em nitrilas secundarias e terciarias, como pode ser observado na

Figura 11 (PRASAD; BHALLA, 2010).

Figura 11. Perfil de substratos aceitos pelas NHases
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Fonte: Elaborada pela autora.
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7. Obijetivos

Objetivo geral

Esse trabalho possui como objetivo identificar novas enzimas nitrilas
hidratases, para atuar como biocatalisadores na converséo de nitrilas secundérias e

tercidrias e que sejam impedidas estericamente.

Objetivos especificos:
e Busca da nitrila hidratase de Lysinibacillus boronitolerans CBMAI-2094,
fazendo uso de técnicas de bioinformatica além de PCR investigativa.
e Mutagénese sitio dirigida na nitrila hidratase de Rhodococcus
erythropolis ATCC 4277 com objetivo de alterar o sitio ativo dessa

enzima, possibilitando reacdes com nitrilas impedidas estericamente.
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8. Resultados e discussao

8.1. Primeira parte: A busca por uma nova nitrila hidratase — clonagem da
NHase de Lysinibacillus boronitolerans CBMAI 2094

8.1.1. Busca pelo gene de nitrila hidratase na bactéria Lysinibacillus
boronitolerans CBMAI 2094

Anteriormente, neste grupo de pesquisa, vinte e nove linhagens de bactérias
coletadas de solos expostos ao herbicida benzonitrilado Totril® foram triadas para
avaliar a presenca de enzimas com potencial para degradacéo de nitrilas. As cepas
microbianas que obtiveram melhores resultados nas reacdes de biodegradacgéo, foram
identificadas como sendo os microrganismos Lysinibacillus boronitolerans e Bacillus
cereus (OLIVEIRA et al., 2018). As linhagens dessas bactérias foram depositadas
junto a CBMAI (Colecao Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria). Para
este trabalho optou-se por prosseguir as analises de bioinformatica com o
microrganismo Lysinibacillus boronitolerans CBMAI-2094, devido a auséncia de
dados em reac¢Bes biocataliticas com esse microrganismo na literatura (OLIVEIRA et
al., 2018).

O sequenciamento e montagem do genoma foi realizado pela empresa BPI-
Biotecnologia Pesquisa e Inovag¢édo LTDA, localizada em Botucatu — SP. As andlises
de bioinformética foram feitas em colaboracdo com o Dr. Jeronimo Concei¢édo Ruiz,
do laboratério de Informética de Biossistemas e Génomica da Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ-MG).

8.1.2. Busca pelo gene de nitrila hidratase na bactéria Lysinibacillus boronitolerans
CBMAI 2094 via andlises de bioinformética

A montagem do genoma de L. boronitolerans fornecida pela BPI ja possui um
nivel de organizacéo superior as montagens depositadas no NCBI (National Center
for Biotechnology Information) para esse microrganismo. O arquivo originado na
montagem foi reordenado e orientado de acordo com o genoma do organismo

filogeneticamente préximo Lysinibacillus sphaericus C3-41, como pode ser observado
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na Figura 12 (AHMED et al., 2007), gerando uma pseudomolécula do genoma

bacteriano.

Figura 12. Arvore filogenética de Lysinibacillus boronitolerans
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Fonte: (AHMED et al., 2007)

Para essa etapa de ordenamento e orientacdo do genoma foi utilizado o
algoritmo de alinhamento ABACAS (ASSEFA et al., 2009). O microrganismo
Lysinibacillus fusiformis RB-21 também foi considerado nesta etapa, porém o
alinhamento com L. sphaericus resultou em um maior nimero de fragmentos do
genoma (scaffolds) alinhados.

Apés a ordenacdo e orientacdo do genoma foi realizada a predicdo génica,
etapa necessaria para que as regides da molécula referentes a possiveis genes sejam
identificadas. Para a etapa de predicdo génica foi utilizado o pipeline para anotagéo
automatica de genomas bacterianos FgenesB (SOLOVYEV; SALAMOV, 2010). Para
a pseudomolécula do genoma de L. boronitolerans foram preditas pelo Fgnesb um
total de 4.471 CDS’s (CDS — Coding sequence — sequéncia codificante proteina).

Com auxilio do software Artemis, as 4.471 CDS’s preditas tiveram suas
sequéncias traduzidas a aminoacidos para realizacdo de busca por similaridade de
sequéncias contra bancos de proteinas usando o algoritmo BLASTp (ALTSCHUL et
al., 1990). O primeiro hit de cada sequéncia de busca foi selecionado, e montou-se
um arquivo tabular contendo essas informacdes. A busca pelo parametro “nitrile
hydratase”, do inglés para nitrila hidratase, ndo produziu resultados para as buscas

contra nenhum dos bancos de dados.
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Como essa primeira busca néo retornou resultados positivos para a presenca
da enzima de interesse, foram feitas buscas adicionais usando as estratégias
InterProScan, BLAST2GO e OrthoMCL.

O InterPro fornece analise funcional de sequéncias de proteinas, classificando-
as em familias e prevendo a presenca de dominios e outros locais importantes. Por
meio do InterproScan foram feitas buscas contra as bases de dados CDD, Pfam e
Superfamily. Apesar de ndo terem sido encontrados hits positivos para a enzima nitrila
hidratase, a ferramenta conseguiu identificar uma sequéncia referente a uma proteina
chaperona, que atua como ativadora para a NHase.

O BLAST2GO ¢é uma ferramenta que, combinando o uso de BLAST contra o
banco de dados do consércio Gene Ontology, faz andlises funcionais nos genes e
produtos génicos, estabelecendo relacdes e classificando-os nos seguintes niveis: 1)
o0 compartimento celular em que o0 gene é expresso; 2) a funcdo biolégica do produto
associado a ele; e 3) os processos biolégicos de que o produto génico participa.
Fazendo-se uso dessa estratégia, os genes referentes as enzimas de L.
boronitolerans foram localizados e classificados de acordo com seu EC Number.
Usando-se essa abordagem, também néo foi possivel encontrar o gene responsavel
pela codificacdo da NHase.

O OrthoMCL é um algoritmo capaz de identificar grupos ortélogos de proteinas
entre dois ou mais organismos, encontrando assim regiées que preservam o contetdo
génico em varios genomas. Foi realizada uma busca do tipo “todos contra todos”,
usando os genomas de Lysinibacillus boronitolerans CBMAI-2094, Lysinibacillus
sphaericus C3-41, Lysinibacillus fusiformis RB-21, Rhodococcus erythropolis BG43 e
Bacillus cereus ATCC 14579, além de sequéncias de enzimas nitrilas hidratases
depositadas no Uniprot, ndo gerando resultados positivos para a busca da enzima
nitrila hidratase em L. boronitolerans.

Por fim, como com as metodologias anteriores nao foi possivel localizar o gene
de interesse, optou-se por fazer um tBLASTn, onde as sequéncias de busca estdo no
formato de nucleotideo e séo traduzidas a proteina para a busca contra uma base de
dados de proteinas. Como parametro de entrada, foi utilizada a pseudomolécula do
genoma de L. boronitolerans como um todo, contra sequéncias depositas de enzimas
nitrilas hidratases no Uniprot. Decidimos por utilizar o genoma completo de L.
boronitolerans, e ndo apenas as CDS'’s ja preditas, para verificar se a predicdo com o

FgenesB deixou de incluir a sequéncia de interesse. Usando-se essa metodologia,
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mesmo diminuindo os graus de confianca da busca, nao foi possivel localizar o gene

de interesse.

8.1.3. Busca pelo gene de nitrila hidratase na bactéria Lysinibacillus boronitolerans

CBMAI 2094 via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) investigativa

Como as analises de bioinformatica ndo conseguiram identificar o gene que
codifica a nitrila hidratase no genoma de L. boronitolerans, optou-se por realizar uma
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) investigativa, para mais uma tentativa de
localizacéo da sequéncia codificante de nitrila hidratase nesse organismo. Foi utilizada
a metodologia proposta por Precigou e colaboradores para identificacdo de genes de
nitrila hidratase em genomas completos bacterianos a partir de PCR (PRECIGOU;
GOULAS; DURAN, 2001).

Foram usados dois pares de primers, um especifico para nitrilas hidratases do
tipo Ferro, e um para nitrilas hidratases do tipo Cobalto. Os primers foram sintetizados
pela empresa Exxtend, e suas sequéncias 5-3’ se encontram na Tabela 4. Esses
primers foram projetados possuindo como base sequéncias altamente conservadas
encontradas na regido codificadora da subunidade a, correspondente ao local de
ligacdo do metal (PRECIGOU; GOULAS; DURAN, 2001).

Tabela 4. Primers usados na PCR investigativa

Primers Sequéncia (5’-3’)
. NHFel | CCCGACGGTTACGTCGAG
Primer Fe
NHFe2 | CCATGTAGCGAGTTTCGGCG
_ NHCol | GTCGTGGCGAAGGCCTGG
Primer Co

NHCo2 | GTCGCCGATCATCGAGTC

As condi¢cBes usadas nas reacdes de PCR também foram as otimizadas por
Precigou e colaboradores, e encontram-se na Parte Experimental. (PRECIGOU,;
GOULAS; DURAN, 2001).

Ao todo foram feitas seis PCRs, trés com primer para NHase de Ferro, e trés
com primer para NHAse de Cobalto. As trés reacbes com cada primer totalizaram:

uma reacdo com o DNA de interesse (de L. boronitolerans), um controle positivo
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(NHase de R. erythropolis do tipo Fe) e um controle negativo (sem adicdo de DNA). O

gel de agarose contendo as seis reacdes de PCR encontra-se na Figura 13.

Figura 13. Gel de agarose (0,8%) das amplifica¢Ges por PCR dos genes codificadores de NHase

Primer Fe Primer Co
| |

e B i

M=marcador de massa molecular; Linhas 1-3: Rea¢des com primer Fe (1 — L. boronitolerans,
2 — R. eryhtropolis, 3 — controle negativo); Linhas 4-6 reac¢des primer Co (4 — L. boronitolerans, 5 — R.
eryhtropolis, 6 — controle negativo).

Como pode ser observado na figura acima, a Unica amplificacdo que aconteceu
foi a do controle positivo: a reagdo com o primer para NHases do tipo Fe e o DNA
plasmidial contendo a NHase de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277, que é uma
nitrila hidratase do tipo Ferro.

O resultado obtido através dessa abordagem corroborou o obtido via anélises
de bioinformatica. As possibilidades de conclusdes obtidas nessa etapa sao: i) existe
uma nitrila hidratase no microrganismo Lysinibacillus boronitolerans CBMAI 2094,
porém ela é muito diferente das descritas na literatura, e, portanto, ndo pode ser
identificada; i) houve um resultado falso positivo na triagem funcional realizada
anteriormente neste grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al, 2018); iii) se o resultado da
triagem funcional ndo foi falso positivo pode ter ocorrido uma contaminacao da cultura
de microrganismo armazenada no laboratério. Com base nos resultados obtidos
optou-se por ndo dar continuidade com as pesquisas com O microrganismo

Lysinibacillus boronitolerans.
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8.2. Sequnda parte: Reacdes com a nitrila hidratase de Rhodococcus erythropolis
ATCC 4277

8.2.1. Estudo do efeito do cossolvente e sua influéncia na reacao de hidratacao

enzimatica de nitrilas

As reagOes enzimaticas sdo realizadas, na maior parte dos casos, em fases
aguosas, cujo pH é mantido constante com a acdo de um tamp&do. Entretanto as
moléculas organicas sdo, na maioria das vezes, pouco sollveis nesses sistemas, e 0
uso de um cossolvente, normalmente um solvente organico, torna-se necessario para
auxiliar na solubilizagéo do substrato nas reacdes biocataliticas.

Anteriormente, nesse grupo de pesquisa, foi avaliado a acdo da enzima nitrila
hidratase de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 expressa heterologamente em E.
coli em um escopo de nitrilas (MORAES, 2019). Nesse trabalho foi observado que,
para as nitrilas com maior solubilidade em agua, a conversédo do substrato em produto
foi excelente, atingindo conversdes maiores que 99%. Entretanto, para aquelas com
menor solubilidade as conversdes obtidas foram modestas. A fim de testar essa
hipétese, e verificar se a solubilidade dos compostos estava afetando a sua
disponibilidade para a enzima, propusemos aumentar a quantidade do cossolvente
utilizado (DMSO) de 0,05% para 1%. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela
5.
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R—C=N NHase R. erythropol/s; R NH,
tampao fosfato pH 7,5 \([)(
DMSO (1%)
28°C

Tabela 5. Comparagéo da porcentagem de cossolvente DMSO nas reacGes de hidratagdo enzimatica de

nitrilas
. Converséo
Converséo (0,05%
Entrada Substrato?® (1%
DMSQ)b:©
DMSO)P
ZCN
1 0 0
acrilonitrila
CN
NC
2 1.4- 21% >00%
fenilenodiacetonitrila
NH,
o
3 F 88% 95%
2-amino-2-(4’-
fluorofenil)acetonitrila
CN
4 @I 11% >99%
2-fenilbutironitrila
0
CN
5 1% 33%
benzoilacetonitrila
CN
X
6 » 0 9,4%
N
4-cianopiridina
CN
7 >99 >99
o-tolunitrila

a- Condicbes reacionais: 1,5 g de células Umidas, 0,2 mmol substrato, 1% DMSO, 100 mM
tampéao fosfato pH 7,5, 28°C, 24 h. b-Determinada por GC-FID; c- conversdo para acrilonitrila
determinada via HPLC-PAD

Como pode ser observado, a adicdo de maior quantidade de DMSO ao meio

reacional ndo influenciou negativamente a enzima, causando desnaturacdo ou
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inibicdo da mesma. De modo geral, a presenca de maior quantidade de DMSO afetou
positivamente a todos os substratos, com excecao da acrilonitrila (Entrada 1 — Tabela
5).

Os compostos das entradas 2 e 4 apresentaram excelentes conversoes,
passando de 21 e 11%, respectivamente, a conversées >99%. O composto 1,4-
fenilenodiacetonitrila  (Entrada 2) foi totalmente convertido na monoamida
correspondente, o que demonstrou uma excelente regiosseletividade da NHase de R.
erythropolis ATCC 4277.

Em relacédo a 2-fenilbutironitrila (Entrada 4), pode ser visto que a questdo da
solubilidade do substrato também afetou o resultado da reacgéo, pois os resultados
melhoraram de 11% para converséo >99% em 2-fenilbutiramida em 24 horas. Esses
ultimos resultados também s&o interessantes visto que, em baixas concentracdes de
DMSO, quando o substrato ndo estava totalmente disponivel para a enzima, a amida
apresentou um ee de 60%, favorecendo a formacao do enantibmero (S) (MORAES,
2019). Com o aumento da solubilidade do composto no meio reacional, auxiliado pelo
cossolvente, o substrato foi totalmente convertido na sua respectiva amida,
desaparecendo com a enantiosseletividade da enzima.

Para a nitrila 2-amino-2-(4’-fluorofenil)acetonitrila (Entrada 3), a conversao também
foi ligeiramente melhorada, subindo de 88% a 95% de formacdo da amida em 24
horas. No caso dos compostos das entradas 5 e 6, pudemos verificar que a conversao
aumentou com o aumento de cossolvente, entretanto os valores ainda s&o modestos,
indicando que a solubilidade nédo é o Unico fator a ser considerado nesses casos.

Para o composto da Entrada 6, 4-cianopiridina, esse substrato em
experimentos anteriores ndo apresentou conversao para a sua respectiva amida e,
com o aumento do cossolvente, foi possivel atingir uma conversao de 9% na amida 4-
piridinacarboxamida.

Por fim, foi também avaliada como substrato para essa enzima a nitrila o-
tolunitrila (Entrada 7), que néo estava no escopo de substratos do trabalho original
(MORAES, 2019). Com a o-tolunitrila, que difere da benzonitrila devido a um grupo
metil em posi¢céo orto a nitrila, a conversao para o-toluamida se manteve a mesma
obtida em reacdo com a benzonitrila (superior a 99%) (MORAES, 2019), indicando
que o aumento do impedimento estérico proximo ao grupo nitrila ndo afeta essa

reagdo. Nesse caso, a solubilidade do substrato ndo foi um fator importante para o
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resultado da reacéo, visto que se manteve superior a 99% nas duas concentracdes
de DMSO.

8.2.2. Reagbes com escopo de substratos estericamente impedidos

Em colaboracdo com a Profa. Dra. Arlene G. Correa (DQ/UFSCar) foi realizado
um estudo em um escopo de substratos estericamente impedidos. Foram utilizados
quatro compostos nitrilados, cujas estruturas estao representadas na Figura 14, para
serem avaliados em relacdo a reacdo de hidratacdo enzimatica de nitrilas com a
enzima nitrila hidratase de R. erythropolis ATCC 4277. Esses compostos possuem
caracteristicas desafiadoras para a enzima: as nitrilas sdo secundarias, s&o
volumosos e, no caso do LSPN 802, sdo planares com alta conjugacao de ligacoes

duplas.

Figura 14. Compostos nitrilados enviados pela Profa. Dra. Arlene G. Correa

NC_ -
1> Nc.___],_,l |
HN™ | H
: Ph A N -
HN-—_~ =7 N7 Y
. ~Ph |
N TXTC
LSPN 771 LSPN 773
~ &
-
| //]\N
Ll
7

{SPN 775 LSPN 802 /

Fonte: Elaborada pela autora

Neste caso, por serem compostos com solubilidade ainda menor em agua,
optou-se por elevar a quantidade de DMSO utilizada de 1% para 5%. Como pode ser
previsto pela estrutura desses compostos, eles de fato foram desafiadores para a
enzima estudada, ndo sendo possivel obter nenhuma conversao das nitrilas em
amidas, como pode ser observado pelos resultados de converséao listados na Tabela

6. Uma possibilidade de se contornar esse problema, e obter uma atividade da enzima
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com esses compostos, seria a realizacdo de engenharia de proteinas nessa enzima,

visando um aumento de seu sitio ativo para acomodacéao de nitrilas volumosas.

Tabela 6. Reacdes de hidratagdo enzimatica de nitrilas volumosas com NHase de R. erythropolis

Substrato | Converséo (%)°®
LSPN 771 n.r
LSPN 773 n.r
LSPN 775 n.r
LSPN 802 n.r

n.r = ndo reagiu. Condi¢des reacionais: 1,5 g de células Umidas, 5 mg substrato, 5% DMSO,
100 mM tampao fosfato pH 7,5, 28°C, 24 h. b-Determinada por GC-FID

8.3. Terceira parte: Estudos de mutagénese sitio dirigida na nitrila hidratase
de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277

Como mencionado na Introducdo desse capitulo, embora as NHases sejam
bons catalisadores para a reacéao de hidratacdo de nitrilas, reagindo em condicdes
reacionais mais brandas e evitando a formacao de coprodutos quando comparadas
as metodologias quimicas, a aplicacdo das NHases ainda possui algumas limitacdes.
Até o momento, a maioria das NHases selvagens ja reportadas na literatura
apresentam baixa estabilidade térmica, baixa enantiosseletividade e aceitam uma
gama de substratos reduzida, preferindo nitrilas primarias como substrato (BHALLA et
al., 2018; SUPREETHA et al., 2019).

Tendo em vista as limitac6es das NHases reportadas na literatura, optamos por
explorar o escopo de substratos aceitos pela enzima, expandindo-o. Para isso,
utilizamos como biocatalisador a NHase de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277,
previamente clonada neste grupo de pesquisa (MORAES, 2019).

Para isso, foi escolhida como estratégia para inser¢cao das mutacdes na enzima
a mutagénese sitio-dirigida, uma das técnicas baseadas na estratégia de design
racional. Na mutagénese sitio dirigida mutacdes pontuais séo inseridas nas proteinas
de interesse em uma PCR usando primers contendo as mutagfes (SILOTO;
WESELAKE, 2012).
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O foco de insercdo das mutacdes foi no sitio ativo da enzima, de modo a
aumentar o espaco ali disponivel, assim permitindo que compostos mais volumosos,
entre eles nitrilas secundarias e terciarias, possam ser usados como substrato pela

NHase.

8.3.1. Estudos de ancoragem molecular com a enzima nitrila hidratase

recombinante de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277

8.3.1.1. Determinacao dos residuos de aminoacidos a sofrerem mutacdes

Para a realizagdo dos ensaios de ancoragem molecular, foi selecionada a
proteina de entrada “PDB ID 2qdy”, do Protein Data Bank (SONG et al., 2007),
correspondente a nitrila hidratase de Rhodococcus erythropolis AJ270. Para verificar
a semelhanca das estruturas entre essa proteina e a NHase Rhodococcus erythropolis
ATCC 4277 foi feito um alinhamento de sequéncias. O alinhamento da subunidade
alfa da enzima esta na Figura 15 e da subunidade beta na Figura 16.

Figura 15. Alinhamento de sequéncias da subunidade alfa entre as NHases de Rhodococcus
erythropolis AJ270 (entrada CAG29809.1) e Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 (entrada
MH732727)

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

CAG29809.1 MSVTIDHTTENAAPAQAPVSDRAWALFRALDGKGLVPDGYVEGWKKTFEEDFSPRRGAEL
MH732727 MSVTIDHTTENAAPAQAPVSDRAWALFRALDGKGLVPDGYVEGWKKTFEEDFSPRRGAEL
CAG29809.1 VARAWTDPEFRQLLLTDGTAAVAQYGYLGPQGEYIVAVE PI

MH732727 VARAWTDPDFRQLLLTDGTAAVAQYGYLGPQGEYIVAVEI

CAG29809.1 LGLPPTHYKSFEYRARVVREPRKVLSEMGTEIASDEEIRVYDTTAETRYMVLPQRPAGTE
MH732727 LGLPPTHYKSFEYRARVVREPRKVLSEMGTEIASDVEIRVYDTTAETRYMVLPQRPAGTE

CAG29809.1

G PTV
MH732727 G

VPTV

IVTKDCLIGVA
IVTKDCLIGVA

QS

Fonte: Elaborada pela autora usando a ferramenta Clustal Omega
Os residuos de aminoacidos destacados em amarelo possuem diferencas nas sequéncias de

aminoéacidos
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Figura 16. Alinhamento de sequéncias da subunidade beta entre as NHases de Rhodococcus
erythropolis AJ270 (entrada CAG29810.1) e Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 (entrada
MH732728)

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

CAG29810.1 MDGVHDLAGYQGF GX

MH732728 MDGVHDLAGVQGF GX

CAG29810.1 T LMVEKGILTQDELESLAGGPFPLSRPSESEGRPAPVET
MH732728 T MVEKGILTQEELESLAGGPFPLSRPSESEGRPARVDT
CAG29810.1 TTFEVGQ PGHIRMPAYC HRTTEXWPFPDAIGHGRNDAGEEPTY
MH732728 TTFEVGQ PGHIRMPAYC GTIAHRTTEXVPFPDAIGHGRNDAGEEPTY
CAG29810.1 HVKFAAEELFGSDTDGGSVVVDLF

MH732728 HVIFAAEELFGSDTDGGSVVVDLFEGY

Fonte: Elaborada pela autora usando a ferramenta Clustal Omega
Os residuos de aminoacidos destacados em amerelo possuem diferengas nas sequéncias de
aminoécidos

Como néo houveram diferencas significativas entre as sequéncias das duas
proteinas, e nenhuma delas aconteceu no sitio ativo da enzima, decidiu-se por usar a
entrada PDB 2qdy nos estudos de ancoragem molecular.

Para estudar quais residuos de aminoacidos no sitio ativo contribuem para
gerar impedimento estérico no local, optamos por primeiramente fazer os
experimentos de ancoragem molecular utilizando o escopo de nitrilas da Figura 17,

que foi previamente estudado em reacdes com a enzima selvagem (sem mutagoes).

Figura 17. Nitrilas utilizadas nos primeiros estudos de ancoragem molecular

O objetivo dos dockings iniciais consistiu em verificar quais os residuos que

faziam interacdes negativas com os substratos 2-5, focando nos residuos com cadeia
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lateral volumosa. Na Figura 18 estdo sumarizadas as imagens de ancoragem

molecular dos substratos 2-5 com a enzima selvagem.

Figura 18. Dockings com a NHase selvagem de Rhodococcus erythropolis.

()‘" ‘ N

Fonte: elaborada pela autora usando o software Maestro ®

Como pode ser observado pela Figura 18, nessa fase inicial foram identificados
quatro residuos volumosos no sitio ativo que acarretaram em interacées negativas
com os substratos: trés tirosinas (Tyr37, Tyr72 e Tyr76) pertencentes a cadeia beta
da enzima, e um residuo de triptofano (Trpl18) pertencente a cadeia alfa. Esses
residuos foram entédo selecionados como opc¢des para a construcdo dos mutantes, e

submetidos a novos experimentos de ancoragem molecular com as proteinas

mutantes e uma nitrila secundaria mais volumosa, a difenilacetonitrila.

8.3.1.2. Dockings com as enzimas mutantes e difenilacetonitrila

Como os experimentos anteriores indicaram, foram escolhidos quatro
aminoacidos para sofrerem as mutacbes separadamente: Tyr37, Tyr72, Tyr76 e
Trpll18. Inicialmente, optamos por construir quatro variantes para cada mutacao,

substituindo o aminoacido selecionado por: alanina, serina, histidina e aspartato.
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Esses aminoacidos foram selecionados por englobar o grupo dos aminoacidos
apolares, polares, aromaticos e carregados. Além disso, todos os residuos
selecionados para contrugdo dos mutantes possuem menor impedimento estérico que
0s aminodcidos originais. Assim, as proteinas mutantes, construidas no software

Maestro®, estdo relacionadas na Tabela 7.

Tabela 7. Variantes construidas no software Maestro®

Posicdao Variante
Tyr37 Y37A, Y37S, Y37H, Y37D
Tyr72 Y72A, Y72S,Y72H, Y72D
Tyr76 Y76A, Y76S, Y76H, Y76D
Trpll8 W118A, W118S, W118H, W118D

Na Figura 19 estdo ilustradas as diferencas entre a enzima selvagem e as
variantes das proteinas com a substituicdo dos aminoé&cidos indicados por um residuo
de alanina. Como pode-se notar pelas imagens a seguir, a substituicdo acarreta em

um aumento do sitio ativo da enzima.
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Figura 19. Comparacao no sitio ativo entre a enzima selvagem e a enzima mutante hipotética

Fonte: elaborada pela autora usando o software Maestro ®.
Em verde em todas as imagens: isobutironitrila. (a, c, e, g) = representam a enzima selvagem

e (b, d, f, h) representam as variantes substituindo-se cada um dos aminoacidos por alanina.

Foram feitas ancoragens moleculares com cada uma das variantes enziméticas
e a difenilacetonitrila. Nas mutagdes com o residuo triptofano 118, o aminoacido de
maior cadeia lateral do sitio ativo, foi possivel ancorar o composto nas quatro variantes
obtidas, como pode ser visualizado na Figura 20. Esses resultados preliminares
indicam que as mutacbes substituindo esse residuo por algum dos quatro
aminoacidos selecionados permitirdo que substratos mais volumosos se acomodem

no sitio ativo da enzima.
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Figura 20. Variantes enzimaticas do triptofano 118.

I ]I

Fonte: elaborada pela autora usando o software Maestro ®

Em relacdo as variantes enzimaticas com a tirosina 76, nas variantes Y76A,
Y76S e Y76D foi possivel ancorar 1 no sitio ativo, ja com o mutante Y76H isso néo
ocorreu. Tal fato pode ser justificado pela proximidade de tamanho da cadeia lateral
da tirosina e da histidina. O mesmo fato aconteceu com a tirosina 37, onde nas
variantes Y37A, Y37S e Y37D foi possivel ancorar a difenilnitrila, e na variante Y76H
iSso néo possivel.

Ja4 as mutacbes com a tirosina 72 ndo foram bem sucedidas, ndo sendo
possivel ancorar a difenilnitrila com nenhuma das variantes enzimaticas geradas.
Esse residuo também representa um importante papel no ciclo catalitico da enzima,
e, portanto, ndo seria um candidato adequado a mutagénese sitio dirigida, devido a
possibilidade de alteragédo na atividade enzimatica (HOPMANN; HIMO, 2008).

Para direcionar os estudos de mutagénese, optamos por, a principio, investir
nas mutag¢des com o triptofano 118, ja que este é o amino&cido de maior cadeia lateral
do sitio ativo e em todas as variantes foi possivel ancorar a nitrila impedida

estericamente difenilnitrila.
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8.3.1.3. Construcao de modelos para as variantes W118A, W118S, W118H e
W118D

A fim de ter uma previsdo mais robusta se as variantes enzimaticas W118A,
W118S, W118H e W118D seriam proteinas estaveis, foram criados modelos proteicos
usando o software Modeller® (SALI; BLUNDELL, 1993). Para cada uma das variantes
foi selecionado o modelo proteico com a menor energia livre, e foram plotados graficos
de Ramachandran para cada um deles. Os graficos de Ramachandran das variantes
enzimaticas bem como da enzima selvagem (sem mutacdes) encontram-se nos
Anexos.

O grafico de Ramachadran representa todas as combinacfes possiveis de
angulos diédricos W versus angulos de torcdo ¢ nos aminoacidos de uma cadeia
polipeptidica, medindo as combinacdes mais estaveis de angulos C alfa-N e C alfa-C
(RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963). De acordo com o
grafico de Ramachandran, um modelo de boa qualidade deve ter no minimo 90% dos
aminoacidos na regido “mais favorecida” do grafico, o que aconteceu para as quatro
variantes geradas, indicando que as proteinas geradas serao estaveis.

Foi também plotada uma sobreposicdo entre a enzima selvagem e 0s quatro
modelos das variantes W118A, W118S, W118H e W118D. Como pode ser observada
pela imagem da Figura 21, a insercdo das mutacfes causa uma mudanca na alfa
hélice, abrindo-a para a direita. A variante W118A foi a que apresentou o maior desvio
da alfa hélice original, provavelmente devido ao menor tamanho da cadeia lateral da

alanina (que é de apenas um grupo metila).



Figura 21. Sobreposicdes da enzima selvagem com as variantes enzimaticas

Fonte: elaborada pela autora usando o software Pymol®.
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Legenda: enzima selvagem (verde), variantes enziméticas W118A (azul), W118S (rosa claro),

W118H (amarelo) e W118D (magenta). Em vermelho esta selecionada a posicao 118.

8.3.2. Mutagénese sitio dirigida para obtencdo dos mutantes

8.3.2.1.

Desenho dos primers para a mutagénese sitio dirigida

Na técnica de mutagénese sitio dirigida, com o auxilio dos primers contendo a

mutacao desenhados, é inserido um erro na PCR de modo que a mutacao pontual de

interesse seja ali inserida. Para isso, a sequéncia que seria usada no primer sem as

mutacBes sofre uma pequena alteracdo nos pares de bases nitrogenadas originais,

de modo que passem a codificar um outro aminoacido de interesse. Na Figura 22 esta

ilustrado como a inser¢cao da mutacao ocorre.

Figura 22. Desenho dos primers para PCR com mutagénese sitio dirigida

e

-

g

A-C-C-G-C-G-G-C-G-C-C-C-A-T-C 3| ———» Primer com mutagio

5
3

A-C-C-G-C-G-T-G-G-C-C-C-A-T-C 3 ———» Primersem mutacdo
T.G.-G.-C-GC-A-C-C-G-G.G.TAG 5 —* Sequénciaalvo: codonTrp118 emroxo

DNA template

Fonte: Elaborada pela autora
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Levando em consideracdo que a enzima DNA polimerase faz sintese da nova
cadeia de nucleotideos no sentido da extremidade 5 —3’, o primer forward (que é o
representado na figura) é desenhado de modo a ser complementar a fita 3'->5’. O
primer sem a mutacdo (sequéncia do meio - Figura 22) tem todas as bases
complementares as da fita 3’>5’ do DNA molde. Ja o primer com a mutacéo tem uma
ligeira diferenca, como pode ser visto na Figura 22. Em vermelho, o codon que deveria
ser referente ao Trp118 (TGG) foi substituido pelo codon “GCG”, que codifica a
alanina. Dessa maneira, as mutagdes pontuais de interesse podem ser inseridas na
PCR.

Foram entdo desenhados primers contendo as mutacdes desejadas, com 0s
codons para alanina, serina, histidina e aspartato. Na metodologia empregada, para
uma maior taxa de sucesso na insercao correta dessas mutagoes, elas devem estar
localizadas no meio do oligonucleotideo, com aproximadamente dez pares de bases
em cada extremidade. Além disso, os primers forward e reverse ndo devem ser
totalmente sobrepostos, mas apresentar uma sobreposicdo parcial das bases
nitrogenadas (XIA et al., 2015). Os primers para as mutacdes estdo sumarizados na
Tabela 8.

Tabela 8. Primers para realizagdo das mutacdes

Primer Sequéncia 5’-3’

W118A -F CATGCACCGCGGCGCCCATCCTCGGTCTG
W118A -R CCGAGGATGGGCGCCGCGGTGCATGAACA
W118D -F  CATGCACCGCGGATCCCATCCTCGGTCTG
W118D -R CCGAGGATGGGATCCGCGGTGCATGAACA
W118H -F CATGCACCGCGCATCCCATCCTCGGTCTG
W118H -R CCGAGGATGGGATGCGCGGTGCATGAACA
W118S -F  CATGCACCGCGAGCCCCATCCTCGGTCTG
W118S -R CCGAGGATGGGGCTCGCGGTGCATGAACA
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8.3.2.2. Obtencéao das variantes enzimaticas via PCR

A metodologia empregada, usa a enzima Phusion DNA polimerase, uma
enzima de amplificagdo de DNA de alta fidelidade. O DNA molde usado nas reagoes
de PCR foi o plasmideo com a NHase de Rhodococcus erythropolis, e foram usados
os primers descritos na Tabela 8. As condi¢cbes usadas na PCR e quantidades dos
reagentes estao descritas na parte experimental.

Como pode ser visto pelo gel da Figura 23 houve amplificagdo na regiao de 6
kb. O plasmideo original consiste de um vetor pACYCDuet-1, e o tamanho dele mais
o inserto (correspondente as subunidades a e 3 da NHase, além de um gene ativador),

é de um total de 6312 pb, consistente com o tamanho da amplificagdo da regiéo.

Figura 23. Gel de agarose da reac@o de PCR para mutagénese sitio dirigida

10 kb
6 kb

Condicdes: Amostra 1 = 3 pL, amostras 2, 3 e 4 =1 pL. (M = marcador de peso molecular DNA
Gene Ruler 1 kb. 1 =W118A, 2 = W118S, 3 = W118H, 4 = W118D.)

Apo6s a amplificacdo por PCR, o produto foi submetido a uma reacdo de
digestdo com a enzima de restricao Dpnl. A digestdo com Dpnl cliva DNA metilado e,
como o DNA isolado da maioria das cepas de E. coli € metilado, ele é suscetivel a
essa digestdo. Desse modo, a Dpnl é usada apés a reacdo de PCR para digerir o
modelo de DNA parental metilado usado como molde, e assim selecionar o DNA
recém-sintetizado contendo as mutacdes.

Apbs a digestdo com Dpnl, e purificagdo do contetdo reacional, foi feita uma
reacdo de ligacdo com a enzima T4 DNA Ligase, de modo a recircularizar o plasmideo.
O produto da reagéo com a DNA Ligase foi usado na transformag&o em E. coli DH10,

linhagem de E. coli escolhida por nao ter resisténcia a antibidticos, ja que o vetor
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utilizado é resistente a cloranfenicol. Foram selecionadas 4 colonias da variante
W118H, 3 colbnias da variante W118S e 3 colonias de W118D.

Ap6s miniprep para extragdo dos plasmideos contendo as mutagdes, eles
foram enviados para sequenciamento do DNA. Foi confirmada a inser¢gao da mutagéo
correta em duas colbnias de W118A, uma colonia de W118H e uma de W118D. Nesse
estagio em nenhum dos clones enviados com a mutacdo W118S foi inserida a
mutacao. O resultado do sequenciamento das proteinas mutantes com a mutagéo
encontra-se NOSs anexos.

Foram feitas tentativas posteriores em relacao a variante W118S, refazendo o
processo desde a PCR, mas os quatro clones que foram enviados para
sequenciamento nessa outra tentativa também ndo retornaram com a mutacao
desejada, portanto optou-se por prosseguir as andlises com as trés variantes que a
mutacéo foi inserida.

As quatro coldénias em que houve confirmacdo da insercdo da mutacao,
W118A-1, W118A-2, W118H-1 e W118D-1, foram transformadas em uma linhagem
de E. coli BL21 DE3. Para verificar como estava a producao de proteina recombinante,
foi feito um gel de SDS-page, analisando a fracdo néo induzida, antes de adicionar o
IPTG como indutor da producado das proteinas, a fracdo soluvel e a fracdo insoltvel
(resultantes apos a lise das bactérias). O gel para os quatro mutantes encontra-se na

Figura 24.

Figura 24. Gel SDS-page para os mutantes W118A-1, W118A-2, W118H-1, W118D-1
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Legenda: M= marcador de peso molecular (Benchmark™ Unstained Protein Ladder), 1= fracdo
ndo induzido W118A-1, 2= fracdo solivel W118A-1, 3=fracdo insolivel W118A-1, 4= fracdo nao
induzido W118A-2, 5= fracdo solavel W118-2, 6=fracao insolGvel W118A-2, 7= fragdo nao induzido
W118D-1, 8= fragdo solivel W118D-1, 9=frac&o insoluvel W118D-1, 10= fracdo nao induzido W118H-
1, 11= fracao soltvel W118H-1, 12=frac&o insoldvel W118H-1.
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A analise SDS-PAGE em geral mostrou o tamanho esperado para a
subunidade a e B (23 kDa) e para a proteina ativadora (43 kDa). Em analise qualitativa
do gel, nota-se também uma baixa expressao para as subunidades a e 3, em especial
que para as variantes W118A-1 e W118A-2, onde ha um menor nivel de expressao
na fracdo soltvel do que para as W118D-1 e W118H-1. Como as subunidades a e
possuem tamanho semelhante, ndo foi possivel avaliar o nivel de expressao das
subunidades individuais por SDS-PAGE, como ja foi reportado anteriormente por
Song e colaboradores (SONG et al., 2008).

Apos analise do gel concluiu-se que ha proteina recombinante na fracao soltvel
apos inducdo de IPTG, entdo essas variantes foram empregadas em reacdes
biocataliticas com um escopo de nitrilas. Entre as variantes W118A-1 e W118A-2,
ambas com mutacdo de alanina, optou-se por prosseguir 0s experimentos com a
variante W118A-1.

8.3.2.3. Avaliacao dos mutantes W118A-1, W118D-1, W118H-1

As trés enzimas foram entdo avaliadas com um conjunto de nitrilas, para
verificar a sua atividade frente a esses compostos, comparando com a atividade da
enzima selvagem (sem as mutacdes). Os resultados dessas reacdes podem ser vistos

na Tabela 9.
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NHase NH,

R-C=N > RT
tampéo fosfato pH 7,5 0
DMSO (1%)
28°C
Tabela 9. Reacdes da NHase selvagem de R. erythropolis e dos mutantes W118A-1, W118D-
1eW118H-1

Entrada Substrato NHase W118A | W118D | W118H
selvagem
1 CN >99 n.r n.r n.r
butironitrila

N >99 n.r n.r n.r

¥

benzonitrila

oN >99 n.r n.r n.r

O

o-toluilacetonitrila

4 ﬂCN >99 n.r n.r n.r
NC
2,2’-(1,4-
fenileno)diacetonitrila
5 CN 13 n.r n.r n.r
X

N

4-cianopiridina

Tiofeno-3-carbonitrila

8 gCN 94 n.r n.r n.r

2-(ciclohex-2-en-1-

il)acetonitrila

©

}O

=2
>
-
>
-
>
-
>
-

difenilacetonitrila

Condicdes reacionais: 0,3 g de células tmidas, 0,04 mmol substrato, 1% DMSO, 10 mL tampao
fosfato pH 7,5 100 mM, 28°C, 24 h. Conversdes determinada por GC-FID.
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Com o conjunto das proteinas mutantes, foram avaliados primeiramente duas
nitrilas amplamente empregadas em reacfes com nitrilas hidratases, a butironitrila
(Entrada 1) uma nitrila alifatica, e a benzonitrila (Entrada 2) uma nitrila aromética.
Nenhuma das variantes enziméticas desenvolvidas neste trabalho apresentou
atividade em relacdo a estes compostos, enquanto a enzima selvagem apresentou
conversdes superiores a 99%.

A seguir avaliou-se algumas nitrilas (que ja haviam sido avaliadas
anteriormente — secdo 8.2.1), além de trés substratos novos (Entradas 6-8) e a
difenilacetonitrila (Entrada 9), a nitrila secundaria usada nos estudos de ancoragem
molecular. Nado houve atividade para as variantes enzimaticas com nenhum dos
substratos estudados. Com a difenilacetonitrila também n&o houve atividade com a
enzima selvagem, confirmando os estudos de ancoragem molecular, onde néo foi
possivel ancorar este substrato no sitio ativo da enzima.

Em relacdo aos compostos das Entradas (6-8) com a enzima selvagem,
observou-se que para a 3-cianopiridina (Entrada 6) foi obtida uma conversao de 8%
usando a enzima. A sintese da nicotinamida empregando enzimas nitrilas hidratases
ja € um processo bem estabelecido, sendo que a NHase de Rhodococcus
rhodochrous J-1, uma NHase tipo Co, é amplamente empregada nessas reacoes,
sendo inclusive usada a nivel industrial (CHENG; XIA; ZHOU, 2020; NAGASAWA et
al., 1988; WANG et al., 2017). Em um trabalho de 2008, Banerjee e Kamble obtiveram
uma conversdo de 3-cianopiridina em nicotinamida de 93%, empregando como
catalisador células integras de Rhodococcus erythropolis MTCC 1526 e condicdes
reacionais diferentes das daqui utilizadas (pH 6,85, 24,8 °C, concentracdo celular
190,98 mg/mL, concentracdo substrato 21,98 mM) indicando que a reagao com esse
substrato poderia ser otimizada a fim de atingir conversdes superiores, porém como
esse nao é o objetivo deste presente trabalho, essa vertente ndo foi aqui explorada
(KAMBLE; BANERJEE, 2008).

Com a NHase selvagem, os compostos das Entrada 7 e 8, apresentaram
conversodes elevadas de 87% e 94% respectivamente, e até onde pudemos verificar,
esse é o primeiro exemplo desses compostos sendo empregados em uma reagdo com

nitrila hidratase ja descrita na literatura.
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8.3.2.4. Nova tentativa para obtencdo das variantes enziméaticas W118A,
W118H, W118D e W118S

Como nao houve atividade para as trés enzimas mutantes obtidas
anteriormente, optamos por repetir o processo de mutagénese sitio dirigida via PCR.
As reacdes foram realizadas novamente para as quatro possibilidades de mutacdes
(W118A, W118H, W118D e W118S). Foi escolhido repetir o processo desde o
principio pois, anteriormente, apds a reacdo de PCR com os primers contendo as
mutacBes, ndo foi realizada uma etapa de purificacdo para recolher apenas o
fragmento de DNA com 6 kb de tamanho (o plasmideo contendo a NHase e o gene
ativador possui 6312 pb).

Foram realizadas novamente as reacdes de PCR. O conteudo total das reacdes
foi aplicado em gel de agarose 1% para purificacdo, e esses geéis podem ser
visualizados na Figura 25. Como pode ser visto pelos géis, hd amplificacbes de
fragmentos de peso molecular tanto de massa maior do que a de interesse (que € de
aproximadamente 6 kb), como de massa menor. Os fragmentos da massa de

interesse foram entdo cortados do gel, e purificados com auxilio de kit.

Figura 25. Gel de agarose da purificagdo das reacdes de PCR para mutacgéo sitio dirigida
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M = marcador de peso molecular DNA Gene Ruler 1 kb. Amostras 1-4 = W118A, 5-8 = W118S,
9-11 =W118D, 12-14 = W118H. (Concentracdes: W118A e W118S =11 pL/lane; W118D e W118H 15
pL/lane).

As etapas seguintes, de reagdo com Dpnl para clivagem de DNA parental
reminiscente e de recircularizacao do plasmideo com T4 DNA Ligase, foram feitas da

mesma maneira que na secao anterior. Apos transformacédo em E. coli DH10B foram
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obtidas 2 col6nias para W118A, 8 col6nias para W118D. 10 colbnias para W118H e 5
colonias para W118S. Dessas coldnias foram selecionados os dois clones de W118A
(A-1 e A-2) e trés clones de cada uma das outras variantes para prosseguir com 0sS
experimentos (D-3, D-4, D-7, S-1, S-2, S-5, H-4, H-8 e H-10.

Antes de enviar os clones selecionados para sequenciamento, optamos por
fazer uma analise de restricdo do DNA plasmidial, para verificar se os fragmentos
gerados pelas variantes enziméticas estao iguais ao do plasmideo original. A andlise
de restricao consiste em reagdes do DNA de interesse com enzimas de restricdo, que
sdo enzimas que cortam o DNA. Cada enzima reconhece uma ou mais sequéncias
alvo e corta o0 DNA nestas sequéncias.

Para analisar a sequéncia do plasmideo pACYC-duet-1 com a NHase de R.
erythropolis, e verificar quais seriam as enzimas de restricdo escolhidas para a
analise, foi usada a ferramenta Webcutter, disponivel online
(http://heimanlab.com/cut2.html). Ap6s analise, optamos por usar como enzimas de
restricdo as enzimas Aval e Ncol. A enzima Aval corta o plasmideo e gera quatro
fragmentos: 4500 pb, 863 pb, 453 pb, 270 pb e 213 pb. J& na reacdo com a enzima
Ncol sdo gerados trés fragmentos 4450 pb, 1202 pb e 662 pb. O gel contendo o
plasmideo molde (sem as muta¢cdes) apdés reacdo com as enzimas de restricao

encontra-se na Figura 26.


http://heimanlab.com/cut2.html
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Figura 26. Gel de agarose 1% da analise de restricdo do plasmideo pACYC-duetl com a

NHase selvagem (sem mutacdes) e as enzimas Aval e Ncol
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M= marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb da ThermoFisher Scientific. Lanes 1 e 2 =

reacdo com Aval e Lanes 3-5= reag&o com Ncol.

Foram entéo feitas as reacfes com as enzimas Aval e Ncol e os 11 clones
selecionados apos as transformacfes em E. coli DH10B. Na Figura 27 encontra-se a
foto dos géis com as reacdes dos clones e as enzimas Ncol (parte superior) e Aval
(parte inferior). Para determinar quais seriam o0s clones enviados para
sequenciamento, foi avaliada a presenca dos fragmentos esperados pos reacao de
digestdo, comparando com o gel das rea¢des com o plasmideo sem mutacéo (Figura
26).
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Figura 27. Gel de agarose 1% da andlise de restricdo das variantes enzimaticas com as

enzimas Aval e Ncol
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M= marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb da ThermoFisher Scientific. 1= S-1, 2= S-2,3=
S-5, 4= D-3, 5= D-4, 6= D7, 7= H-4, 8= H-8, 9 = H-10, 10 = A-1, 11= A-2.

A partir da andlise dos géis, foram escolhidos para a mutagdo W118S, os clones
S-2 e S-5, ja que foi verificada a presenca dos 3 fragmentos gerados pés reacdo com
Ncol, além de trés dos quatro fragmentos pés reacdo com Aval (um dos fragmentos
da reacdo com Aval, o de 213 pb, € muito pequeno e ndo aparece no gel). Da mutacao
W118D foram escolhidos os clones D-3 e D-4, que apresentam dois dos fragmentos
para Ncol e trés dos fragmentos com Aval. Para a mutacdo W118A foi escolhido o
clone A-2, que apresentou no gel dois fragmentos tanto na reacdo com Aval, como na
reacdo com Ncol. Nado foram selecionados clones com a mutacdo W118H, ja que na
analise de restricdo dessa mutacdao, os fragmentos gerados ndo possuiam 0s

tamanhos corretos.
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Os cinco clones selecionados foram enviados para sequenciamento, porém em
nenhum deles a mutacéo correta foi inserida. Devido ao final do prazo do doutorado
da autora, os experimentos foram interrompidos e optou-se por n&o prosseguir com

0S experimentos de mutagénese.



85

9. Conclusoes

Na primeira etapa desse capitulo, foi investigada a presenca de uma enzima
nitrila hidratase na bactéria Lysinibacillus boronitolerans CBMAI 2094, previamente
identificada em trabalho anterior como um dos microrganismos responsaveis pela
biodegradacéo do herbicida benzonitrilado Totril®, por meio de triagens enzimaticas.
Para identificacdo do gene responsavel pela NHase foram usadas duas abordagens:
uma abordagem in silico com uso de técnicas de bioinformatica, e também através de
PCRs investigativas. Através das duas estratégias utilizadas nao foi possivel
identificar a presenca do gene responsavel pela nitrila hidratase.

Os resultados obtidos nessa etapa levam a algumas conclusdes possiveis. E
possivel que essa NHase possua uma sequéncia que difere das enzimas ja estudadas
na literatura, impossibilitando-a de ser identificada. Pode também ser possivel que
uma ocorreu uma contaminacédo da cultura microbiana usada na triagem, e a atividade
NHase foi atribuida erroneamente a essa bactéria. De todo modo, como ndo pudemos
afirmar se uma dessas suposicdes aqui listadas é a correta, optamos por prosseguir
os estudos com outra NHase.

Nas reacGes com a nitrila hidratase de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277,
em uma primeira etapa foi possivel emprega-la em um escopo de nitrilas diversas, e
otimizar a reacdo de hidratacdo enzimatica de nitrilas por meio de aumento da
porcentagem do cossolvente DMSO no meio reacional, melhorando os resultados de
conversao previamente obtidos em trabalho anterior. Com os resultados obtidos nessa
etapa uma publicacdo ja foi submetida.

ApoGs, optamos por utilizar essa enzima como base para estudos de
mutagénese sitio dirigida, visando a obtencédo de uma NHase capaz de aceitar como
substratos nitrilas volumosas. Foram realizados estudos de ancoragem molecular
para selecdo das variantes enzimaticas a serem produzidas, e foram selecionadas
guatro mutacdes pontuais a serem inseridas: W118A, W118D, W118S e W118H. As
variantes enzimaticas foram produzidas por meio de PCR usando primers desenhados
contendo as mutacdes desejadas, e conseguimos obter trés das quatro variantes
propostas (W118A, W118D, e W118H). Essas enzimas foram empregadas em
reacdes com um escopo de nitrilas, e ndo foi observada atividade para nenhuma das

variantes obtidas.
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Parte Experimental
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10.  Procedimentos gerais

10.1. Métodos Cromatogréficos

As analises cromatograficas em camada delgada (CCD), para monitoramento
das reacdes e acompanhamento da purificacdo dos produtos, foram realizadas
empregando-se cromatoplacas de aluminio (20 x 20 cm), da marca Macherey Nagel,
sobre suporte de aluminio com filme de silica gel 60 com indicador UV 2za.

A revelacdo dos compostos em cromatoplacas foi feita por irradiagcdo com
lampada UV2ss4 para 0S compostos que continham grupos cromoforos e/ou
pulverizacdo com solucao de acido fosfomolibdico e/ou anisaldeido, e subsequente
aguecimento a 300°C com pistola de ar quente.

As placas cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram
preparadas com silica gel Kieselgel DF da marca Riedel-deHaén com 0,75 mm de
espessura, sobre placas de vidro de 20 X 20 cm.

Nas purificacbes de compostos por DSC (cromatografia flash em silica seca)
foram utilizadas silica gel 230-400 mesh da marca Macherey Nagel com gradiente de
eluicdo em diclorometano/metanol.

As andlises por Cromatografia Gasosa Acoplada a Detector de lonizacao de
Chama (GC-FID) foram realizadas utilizando-se um cromatégrafo gasoso modelo
Shimadzu GC-2010 Plus equipado com injetor automatico AOC-20i e acoplado a um
detector de ionizac@o de chama. Para as analises de rotina utilizou-se coluna capilar
de silica fundida Restek Rtx®-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, 5% difenil e 95%
dimetilpolisiloxano) ou coluna capilar HP-5MS UI (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, 5%
difenil e 95% dimetilpolisiloxano; marca Agilent).

O método de rotina para anélise das amostras foi: fluxo constante de gas Hz de
1,22 mL/min, com temperatura do injetor igual a 260 °C e temperatura do detector
igual a 300 °C. A programacéao de temperatura utilizada foi de 3 minutos a 80 °C,
seguida de rampa de aquecimento 80-280 C a 30 °C/min e mantido em 280 °C por 5
minutos. O volume de inje¢cdo das amostras foi de 1 yL na concentracédo de 0,5 — 1
mg mL™* no modo split. O tempo total da andlise foi de 14,67 minutos.

O célculo das conversées foi baseado nas areas obtidas para cada composto
no cromatograma, da seguinte forma:

conv.(%) = [Aproduto / (Asubstrato + Aproduto)] X 100 (Equagéo 1)
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As andlises de Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrometro de Massas
(GC-EM) foram realizadas no ao Laboratério Multiusuario | de Analises Quimicas do
Instituto de Quimica — UNESP Araraquara, em cromatografo gasoso da marca Agilent
—modelo 7890B, com coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
m, 5% fenil-metilsiloxano) — acoplado a um espectrobmetro de massas Modelo 5977A,
com fonte de ionizacao por elétrons com energia de ionizacédo de 70 eV e operando
na faixa de m/z 45-500. O cromatografo operou com fluxo constante de gas He de 1
mL min-l, temperatura do injetor e da interface a 260 °C e 280 °C, respectivamente.
As injecbes das amostras foram de 1 pL na concentracdo de 0,5-1 mg mL?t. A
programacao de temperatura utilizada foi de 3 minutos a 80 °C, seguida de rampa de
aquecimento 80-280 °C a 30 °C min-1 e mantido em 280 °C por 3 minutos.

As analises de GC-FID em fase quiral para determinacdo dos excessos
enantiomeéricos (ee) das aminas foram realizadas utilizando-se coluna Hydrodex® j3-
3P (25 m x 0,25 mm x 0,25 ym; Macherey-Nagel). Foi mantido um fluxo constante de
gas de 0,9 mL/min, com temperatura de 180 °C no injetor e 180 °C no detector. O
volume de injecao das amostras foi de 1 uL na concentragdo de 0,5 — 1 mg/mL no
modo split.

A programacéao de temperatura utilizada, para o Método Hydrodex 1 (composto
(4-phenilbut-3-en-2-amina) foi de 5 minutos a 170 °C, 170-180 °C com taxa de 5
°C/min e mantido a 180 °C por 10 minutos. A programacao de temperatura utilizada
para o Método Hydrodex 2 (composto 4-fenilbutan-2-amina) foi de 155-175 °C com
taxa de 1 °C/min, 175-180 °C com taxa de 10 °C/ min e mantido a 180 °C por 10

minutos.

10.2. Meios de Cultura

Os meios de cultura listados a seguir foram utilizados para o cultivo dos
microrganismos. Ap0s o preparo, os meios de cultura foram esterilizados em autoclave
vertical Quimis a 121 °C e 1 Kgf/cm?, por 15 minutos. A descontaminacédo do material
biolégico utilizado foi feita na autoclave vertical Quimis a 121 °C e 1 Kgf/cm?, por 45

minutos.



Seu preparo foi realizado de acordo com instrucéo contida no rétulo.

10.3.

Nutrient Broth (NB)
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O meio de cultura Nutrient Broth (NB) foi adquirido junto a empresa Acumedia.

Luria-Broth (LB)

Composicéo:

Triptona — 10 g/L

Extrato de levedura — 5 g/L
NaCl — 10 g/L

- LB-agar — Agar 15 g para 1 L de meio de cultura liquido LB.

Meio 2-YT+gli

Composicéo:

Triptona — 16 g/L

Extrato de levedura — 10 g/L
NaCl — 10 g/L

Glicose — 2 g/L

Tampdes e solucdes utilizadas

TAMPAO DE LISE

Tampao fosfato pH 7,0; 20 mM
20 uM de PLP

2 mM de EDTA

1 mM de PMSF

5 % de glicerol
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TAMPAO DE DIALISE
20 uM de PLP
1000 mL Tampao fosfato pH 7,5; 50 mM

TAMPAO TAE 50X (1 LITRO)
242 g de Tris base

57,1 mL de &cido acético glacial
100 mL 0,5M EDTA (pH 8)
Agua q.s.p. 1L

Solugdes SDS-page

GEL DE RESOLUCAO12% (pH 8,8; 10 mL)

2 mL tampéo de resolucao 5x

4 mL solucao acrilamida:bisacrilamida (30:0,8)
4 mL agua

100 pL APS 10%

10 yL TEMED

GEL DE EMPACOTAMENTO 12% (pH 6,8; 5 mL)
1 mL tampao de empacotamento 5x

900 uL solucao acrilamida:bisacrilamida (30:0,8)
3,2 mL agua

50 uL APS 10%

5 yL TEMED

TAMPAO DE LAEMMLI 5x

375 mM Tris-HCI pH 6,8

60% Glicerol

5% SDS (dodecil sulfato de sédio)
15% B-mercaptoetanol

Tragos de azul de bromofenol sal sodico



RUNNING BUFFER 10x

250 mM Tris base

1,92 M Glicina

1% SDS (dodecil sulfato de sddio)

SOLUCAO CORANTE

50% metanol

40% &gua

10% &cido acético glacial

0,05% Coomassie Blue Brilliant R-250

SOLUCAO DESCORANTE
30% metanol
63% agua

7% acido acético glacial

TAMPAO DE RESOLUCAO 5X
1,875M Tris base

1% SDS (dodecil sulfato de sédio)
Acertar pH em 8,8 com HCI.

TAMPAO DE EMPACOTAMENTO 5X
1,875M Tris base

1% SDS (dodecil sulfato de sédio)
Acertar pH em 6,8 com HCI.

TAMPAO DE LISE

50 mM Tris-HCI pH 8,0
300 mM NacCl

0,01% Triton X-100

20 mM Imidazol

10% glicerol

Mix IP

91
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Mix de inibidores de proteases (Mix IP)
5 mM benzamidina

I1mMDTT

0,5 mM PMSF

1mM NaF

10.5. Analise do DNA em gel de agarose

A analise dos fragmentos de DNA foi realizada por eletroforese em gel de
agarose a 0,8%. Os géis foram preparados solubilizando-se a agarose em tampao
TAE 1X, seguido por aquecimento em micro-ondas até completa solubilizagéo. Para
visualizagdo das bandas de DNA foi adicionado 0,1 yL/mL de SYBR™ Safe ou 0,1
ML/mL de brometo de etidio como indicador de fluorescéncia e, em seguida, adicionou-
se a mistura no suporte para solidificagéo.

As andlises foram realizadas em cuba de eletroforese horizontal Kasvi, com
fonte de eletroforese OWL EC300 da Thermo Scientific. O tamp&o de corrida usado
foi TAE 1X, sob voltagem constante de 100 V durante 50 minutos do polo negativo
para o positivo. Como marcador de peso molecular para DNA foi usado o GeneRuler
1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific. Os géis foram revelados no equipamento
ChemiDoc Imaging Systems, da BIORAD.
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11.  Primeiro capitulo: Reagcdes com transaminases

11.1. Plasmideos e expressao das proteinas recombinantes

Células de E. coli BL21(DE3) pLysS foram usadas para a expressdo das
proteinas recombinantes. Os plasmideos contendo genes sintéticos que codificam
transaminases de Aspergillus terreus, Mycobacterium vanbaalenii, Ruegeria
pomeroyi, Vibrio fluvialis e Chromobacterium violaceum foram construidos em vetores
PET e pGASTON, e cedidos pelo professor doutor Uwe Bornscheuer.

Para a transformacdo, aproximadamente 50 ng dos plasmideos foram
adicionados a 100 pL de células competentes. As células foram mantidas em gelo por
30 minutos, seguidos por 2 minutos a 42 °C, depois foram incubados novamente em
gelo por 2 minutos. Depois disso, 1 mL de meio SOC foi adicionado as células e estas
foram incubadas a 37 °C por 1 h, sob agitacdo orbital (300 rpm). Dessa suspensao
celular, 100 pL foram inoculados em placas de meio LB, suplementado com
kanamicina ou ampicilina, dependendo do antibiotico de resisténcia, e as placas foram
mantidas a 37 °C overnight.

Para expresséo de proteinas, 30 mL de uma cultura overnight foram inoculados
em 600 mL de meio LB, suplementado com o antibiético de resisténcia.
Primeiramente, a cultura foi incubada a 37 °C e 130 rpm até atingir uma ODsoo de 0,7.
Em seguida, foi adicionado IPTG (concentracéo final 0,1 mM) para as ATAs de C.
violaceum, V. fluvialis e R. pomeroyi, ou ramnose (0,2%) para as ATAs de A. terreus
e M. vanbaalenii. O tempo e a temperatura de indugcédo variaram, dependendo da
enzima expressa. A inducao ocorreu overnight para todas as enzimas, com excecéo
do R. pomeroyi ATA, onde a inducéo levou 6 horas. A temperatura de einducao foi de
20 °C (A. terreus e M. vanbaalenii) ou 30 °C (C. violaceum, V. fluvialis e R. pomeroyi).

Apbs a expressao, as células foram colhidas por centrifugacédo (10 min, 15.000
g, 20 C) Os pellets celulares foram ressuspendidos em tampéao de lise gelado (tampé&o
de fosfato de sédio, pH 7,0, 20 mM, 20 M PLP, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 5% de
glicerol). Em seguida, as células foram lisadas por sonicacdo (Bandelin Sonopuls HD-
2070), com 30—40% da poténcia maxima, em 9 ciclos de 30 s, em modo continuo,
com pausas de 1 min entre os ciclos. Todos os procedimentos foram conduzidos em
banho de gelo. A suspenséao de células foi centrifugada (20 min, 20.000 g, 4 °C) para

remover detritos celulares.
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O sobrenadante foi pré-purificado por dialise, em tubos de celulose (poros de
14.000 Da), por 24 h a 4 °C. Para cada 8 mL de extrato livre de células, 250 mL de
tampéao de didlise foi usado (tampéao de fosfato de sodio, pH 7,5, 50 mM, 20 M PLP).
No final do processo, foram preparadas aliquotas, contendo 1,0 mL de extrato
enzimatico e 0,5 mL de 20% glicerol, e os extratos livres de células foram

armazenados no freezer a -20 C.

11.2. Ensaio de Bradford

Para preparo do Reagente de Bradford, 25 mg de azul de brilhante Coomassie
G-250 foram dissolvidos em 25 mL de etanol 95%. A essa solucdo foram adicionados
50 mL de H3PO4 85%. A solucdo resultante foi adicionada em 425 mL de agua
destilada e armazenada em geladeira.

Para a curva analitica, foi preparada uma solucdo 1 mg/mL de Soro Albumina
Bovina (BSA) que foi diluida sucessivamente a 0,5, 0,125, 0,062 e 0,031 mg/mL. 20
uL da solucdo de BSA foram adicionados a 1,58 mL de agua Milli-Q e 0,4 mL de
reagente de Bradford, que foram incubados em temperatura ambiente por 10 minutos.
Apos o periodo de incubacéo foi medida a Absorbancia em 595nm. As analises foram
realizadas em triplicata. Para o branco, foi usado 1,6 mL de agua Milli-Q e 0,4 mL de
reagente de Bradford. Para quantificacdo das enzimas de interesse, foram utilizados
20 pL dos extratos enzimaticos (pos dialise). A concentracdo de proteinas totais nos
extratos foram: C. violaceum (0,426 mg mL1), A. terreus (ndo quantificado, abaixo do
intervalo da curva analitica), V. fluvialis (0,345 mg mL"1), M. vanbaalenii (0,033 mg mL"

1), R. pomeroyi (0,247 mg mL1).

11.3. Procedimento Geral para reag6es com os extratos enzimaticos

Em um tubo tipo eppendorf de 2 mL, 20 mM da cetona foi adicionado,
solubilizado em 15 pL de DMSO (1%), seguido pela adicdo de 1 mM de PLP e 300
mM de isopropilamina (preparados em tampéo fosfato de sédio, 100 mM, pH 7,5).
Depois disso, 0 extrato enzimatico foi adicionado (g.s.p. 1,5 mL) e o pH foi corrigido
para 7. A reacao foi mantida sob agitacao orbital (850 rpm) a 30 °C por 24 horas. A
reacao foi terminada pela adicdo de NaOH (10 M) até atingir um pH de 10-12, seguido
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de extracdo com acetato de etila (2 x 1,5 mL). As fases organicas foram combinadas,

secas com MgSO4 anidro, e o solvente foi evaporado.

11.4. Procedimento Geral parareagdes com ATA-256

Em um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL, 10 mM da cetona foi adicionado,
solubilizado em 25 pL de DMSO (2,5%), seguido pela adicdo de 1 mM de PLPe 1 M
de isopropilamina (preparados em tampao fosfato de sédio, 100 mM, pH 7,5). Em
seguida, o pH foi corrigido para 7, entdo a enzima foi adicionada com o tamp&o
restante (volume total de 1 mL). A reacéo foi mantida sob agitacdo orbital (850 rpm) a
45 °C por 24 horas. A reacao foi terminada pela adicdo de NaOH (10 M) até atingir um
pH de 10-12, seguido de extragdo com acetato de etila (2 x 1,5 mL). As fases

organicas foram combinadas, secas com MgSOa anidro, e o solvente foi evaporado.

11.5. Reacado de aminacao redutiva para sintese do composto 1-(furan-2-il)etanamina
(CHEN et al., 2010)

o} acetato de amoénio, NH>
o) NaBH,CN o |
: \
\ ! MeOH, t.a.

Em um balé&o de fundo redondo adicionou-se 1 mmol da cetona (110 mg), 3,15
mL de metanol grau HPLC e 10 mmol de acetato de aménio (770,8 mg). Apos
completa solubilizacdo do acetato de amonio, adicionou-se 0,7 mmol cianoborohidreto
de sédio (44 mg) em uma porcdo Unica, e o sistema foi mantido sob agitacéao
magneética, a temperatura ambiente, overnight. Apds o tempo reacional, o contetdo
do baldo foi evaporado no rotaevaporador. Ao residuo que sobrou no baldo, foi
adicionado 1,5 mL de 4gua destilada, e o pH foi acertado para 13 com adigdo de NaOH
10M. A fase aquosa foi extraida trés vezes com acetato de etila, as fases organicas
foram combinadas, secas com MgSOas anidro, e o solvente foi evaporado em

rotaevaporador.
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NH,
O

\ ! 1-(furan-2-il)etanamina (IMM et al., 2010): GC-MS (El, 70 eV): m/z
(%)111 (32), [M*] 96 (100), 82 (15), 69 (14), 57 (5).

11.6. Procedimento geral para a acetilagdo de aminas

Em 1,0 mL de acetato de etila, foram adicionados 1 mg da amina, 10 uL de
anidrido acético e um cristal pequeno de DMAP. O sistema foi mantido sob agitacao
por 10 minutos, e apdés isso a fase organica foi lavada com NaOH (2 M), seca com
MgSO4 anidro, e analisado via GC-FID
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12.  Segundo Capitulo

12.1. Busca pelo gene de nitrila hidratase na bactéria Lysinibacillus boronitolerans
CBMAI 2094 via andlises de bioinformética

12.1.1. Ordenamento e orientagcdo do genoma: ABACAS

Para ordenamento e orientacdo do genoma, foi utilizado o algoritmo de
alinhamento ABACAS (versdo 1.3.1 para GNU/Linux) (ASSEFA et al., 2009). O
ABACAS usa o algoritmo MUMmer (KURTZ et al., 2004) para encontrar posicoes de
alinhamento e areas de correspondéncia dos contigs contra o0 genoma de referéncia.
O arquivo de saida do programa é uma pseudomolécula, obtida em formato fasta, que
leva em conta as sobreposicdes e as areas de gap (onde néo houve correspondéncia),
representadas por N’s. O ABACAS gera também um arquivo de comparacgao que pode
ser utilizado para visualizar os contigs ordenados e orientados no programa Artemis
Comparison Tool (ACT)(BERRIMAN et al., 2005).

Como resultado da predicdo do ABACAS para o alinhamento do genoma de
Lysinibacillus boronitolerans CBMAI-2094 com o genoma do organismo Lysinibacillus
fusiformis RB-21, 17 dos 57 scaffolds foram ordenados e alinhados. Ja o resultado da
predicdo do alinhamento entre o genoma do microrganismo Lysinibacillus
boronitolerans CBMAI-2094 com Lysinibacillus sphaericus foi de 20 scaffolds
ordenados e alinhados. Optou-se por utilizar o alinhamento com L. sphaericus C3-41
para ordenar e orientar 0 genoma, ja que com o0 genoma desse organismo mais
scaffolds foram alinhados. Na Figura 28 é possivel visualizar, no ACT (v 13.0.0 para
GNU/Linux), o arquivo de alinhamento com L. sphaericus C3-41.
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Figura 28. Visualizacao do alinhamento do Lysinibacillus boronitolerans CBMAI-2094 contra o
genoma de Lysinibacillus sphaericus C3-41

3 fases

Genoma de de leitura
referéncia L. ) Fita direta «— T T T )
h . Fita complementar
sphaericus S fises
= de leitura
Comparacao
entre os —
genomas

o -
Genoma de L.
boronitolerans 1 [ I T Y L )

Fonte: Elaborada pela autora.

Janela de visualizacdo do Artemis Comparison Tool. Na parte superior esta representado o
genoma de referéncia de L. sphaericus C3-41 e, na parte inferior, 0 genoma de L. boronitolerans
CBMAI-2094. As regides em vermelho sé@o as regibes alinhadas entre o genoma de interesse e a
referéncia, e os gaps sdo 0s espacos brancos.

Para criar a pseudomolécula com o genoma ordenado e orientado de acordo
com a referéncia, o arquivo de saida gerado pelo ABACAS foi reorganizado. As
regides de gaps, que variavam de tamanho, foram todas normalizadas para 30 N’s, e
inseriu-se depois uma nota com o tamanho do gap original. Ap6s os 20 scaffolds
alinhados, os demais, que nédo tiveram alinhamento, foram inseridos do maior para o
menor. O esquema de como a pseudomolécula foi montada encontra-se representado

Nna Figura 29.
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Figura 29. Esquema de montagem da pseudomolécula do genoma de L. boronitolerans

2> GAP

2> GAP

> GAP . Gaps entre os scaffolds ordenados foram reduzidos @ 30 N's

Fonte: elaborada pela autora.

12.1.2. Predicdo génica — Anotacéo estrutural

Para a etapa de predicdo génica foi utilizada uma metodologia ab initio, que
utiliza modelos mateméticos para identificar genes e determinar a localiza¢do de suas
sequéncias. Foi utilizado o pipeline para anotacdo automatica de genomas
bacterianos FgenesB (SOLOVYEV; SALAMOV, 2010). O FgenesB realiza anotacao
estrutural completamente automatica de sequéncias gendmicas bacterianas. O
pipeline é capaz de identificar genes codificadores de proteinas, genes de tRNA e
rRNA, e encontra potenciais promotores, terminadores e operons.

A versdo utilizada neste trabalho foi a disponivel na web
(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesb&group=programs&subg
roup=gfindb). Como paréametros de entrada, foram usados a sequéncia fasta da
pseudomolécula obtida na etapa anterior, a tabela de cdédigo genético 11 e como
organismo mais préximo Bacillus subtilis. O arquivo de saida gerado pelo FgenesB
fornece as coordenadas de inicio e fim das janelas abertas de leitura (do inglés ORFs
- Open Reading Frames), que sdo marcadas como sequéncias codificantes (do ingés
CDS - Coding sequences). Para a pseudomolécula do genoma de L. boronitolerans
foram preditas um total de 4.471 CDS'’s.

O arquivo fasta da pseudomolécula foi entdo convertido para o formato embl,
gue € um formato que aceita anotacfes. Esse arquivo foi aberto no programa Artemis
(v 16.0.0 para GNU/Linux) para inserir as anota¢gdes das coordenadas referentes as
ORF’s preditas. Com auxilio de um script que retirou as coordenadas de inicio e fim

das CDS’s do arquivo de saida gerado pelo FgenesB, essas informacfes foram


http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesb&group=programs&subgroup=gfindb
http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesb&group=programs&subgroup=gfindb
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inseridas na pseudomolécula com a sequéncia génomica de L. boronitolerans, como
pode ser visto na Figura 30. Quando visualizado no Artemis € possivel observar as
CDS’s preditas em uma das fases de leitura da fita direta ou complementar do DNA.

As anotacdes inseridas estao em azul.

Figura 30. Janela de visualizagdo do Artemis mostrando as CDS’s preditas como highlights em azul no

genoma de L. boronitolerans CBMAI-2094.

Nothing selected

Entry: [¥]L_boronitolerans_WGS.emb

I HIHIII TN \HIIII L A A Y
3 fases Lb-000040

N LI |IIH:DIIIH T A T A M AN TR AR Y T
de leitura

At [HIEG IHI \ L T T 1 [

mmn HHI\III
Fita direta «—

Fita complementar 200 |1660 |24ce |3200 |aee0 |asoe |s600 |s4ee

BOMENTRIEWATNnen wneeeoewr e e 0 eS| e
Lb-000030

L 1 1 1 A O 1 A

LA 1 7 o A A M L R A RN T T A [T e 1

3 fases
de leitura

VMSDDGKEVYTPVYPIPNTEVEKLFSADGSWGLPPVYRYVGRTR R
*"VMMAKRSHPFPYRTRKLSSLAPMVVGGFPL*E+DV

. E QR GHTRSHTEHGS S AL+RRMWLF+LGASPCESRTS
CDS predita GTGATGAGTGATG»\TGGCAMGAGGTCACMCOGFFOCCATACOGMCACOGMGITMGCTCﬂT»\GOGCOGATGGTAGTFGGGOGCWCCCOCTGFGﬁGAGTMGACGTCG
20 40 B 50 100

CACTACTCACTACTACCGTTTCTCCAGT GTGOGCAAGGET ATGGCTTGTGCCTTCAATTCGAGAAAT COCGGCT ACCATCAACCCCCGARGGOGGACACT CTCATCCTGCAGT
S SHHHCLP®* VREWYSCPLS®ARSRRHYNPAEGI OQSLLVTD
. I LSSPLSTVGTOGMOGEFUYSTLSHKLASPLQPSOGGTLTFPRR R
HHTITIAFLDCGN GYRVYRFNLEIKAGITTZPPIKSGRHSYSTaA

Fonte: elaborada pela autora

12.1.3. BLASTp e RPS-BLAST

Com auxilio do Artemis, as 4.471 CDS’s preditas foram traduzidas a
aminoacidos para realizacdo de busca por similaridade de sequéncias usando o
algoritmo BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). Foi utilizado o programa BLASTp (versao
2.2.31, para GNU/Linux), onde a sequéncia de busca inserida é de sequéncia de
proteinas e a busca é realizada contra um banco de dados de proteinas.

A busca por similaridade de sequéncias foi realizada contra os bancos de dados
nr (non-redundant database, do NCBI), CDD (Conserved Domain Database, também
do NCBI) e Pfam (Protein Families databse, do EMBL-EBI — European Bioinformatics
Institute). O nr é um banco de dados ndo redundante, ou seja, com sequéncias
duplicadas removidas. Ele contém sequéncias nédo redundantes de tradugdes do
GenBank juntamente com sequéncias de outros bancos de dados. Contra esse banco
de dados foi feito BLASTp.

Os bancos de dados CDD e Pfam s&o bancos de matrizes, e a verséo utilizada
do BLAST para esse tipo de bancos de dados foi a RPS-BLAST (verséo 2.2.26 para

GNU/Linux). O CDD consiste em uma colecdo de modelos de alinhamento de
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sequéncia multipla bem anotados para dominios antigos e proteinas. Estes estao
disponiveis como matrizes de pontuacdo especificas da posicdo (PSSMs) para
identificacéo rapida de dominios conservados em sequéncias de proteinas via RPS-
BLAST. Ja o banco de dados Pfam é uma grande cole¢édo de familias de proteinas,
cada uma representada por multiplos alinhamentos de sequéncias e modelos ocultos
de Markov (HMM’s — Hidden Markov Models).

Como parametros de entrada para o BLASTp foram utilizados: niumeros de
alinhamento igual a 5, nimeros de descritores igual a 5 e evalue de 10°. Como
parametros de entrada para o RPS-BLAST foram utilizados: niumeros de alinhamento
igual a 10, nimeros de descritores igual a 10 e evalue de 10-3. Quando o BLAST foi
finalizado, o primeiro hit de cada sequéncia de busca foi selecionado, e montou-se um

arquivo tabular contendo essas informagoes.

12.1.4. InterProScan

O InterPro fornece analise funcional de sequéncias de proteinas, classificando-
as em familias e prevendo a presenca de dominios e outros locais importantes. Para
classificar as proteinas dessa maneira, o InterPro usa assinaturas (modelos
preditivos), fornecidos por varios bancos de dados diferentes que compdem o
consorcio InterPro (POTTER et al., 2018). O InterPro conta com 14 bancos de dados,
sendo que cada um deles possui sua especialidade, e, assim, eles oferecem niveis
complementares de informacgBes. O pacote de softwares que realizam a busca é
denominado de InterProScan (BINNS et al., 2014).

Um arquivo no formato das anotacdes usadas no Artemis foi criado, e no
arquivo da sequéncia gendbmica com as anotacdes dos genes preditos foram também
inseridas as anotagdes das buscas realizadas pelo InterProScan contra os bancos de
dados CDD, Pfam e Superfamily. O genoma anotado com essas informacdes pode

ser visualizado no Artemis, e encontra-se representado na Figura 31.
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Figura 31. Visualizacdo no Artemis da integracao dos resultados obtidos pelo InterProScan

contra os bancos de dados CDD, Pfam e Superfamily para o genoma de L. boronitolerans CBMAI-2094.
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12.1.5. Predicdo de RNAs ribossomais e transportadores no genoma

Para dar continuidade a anotacé@o funcional, foram usados dois algoritmos
preditores para busca de RNA transportador e RNA ribossomal. O RNAmmer (versao
1.2 online) prediz em sequéncias genémicas completas RNA’s ribossomais 5s/8s,
16s/18s, e 23s/28s (LAGESEN et al., 2007). Como parametro de entrada foi utilizada
a sequéncia genbmica da pseudomolécula no formato fasta. Utilizando-se o
RNAmmer, para o genoma de L. boronitolerans foram preditos um total de 12 RNA’s
ribossomais. A anotagdo de RNA'’s transportadores foi feita utilizando o programa
tRNAscan (verséo 1.4 online). Para o genoma de L. boronitolerans foram preditos 79
RNA’s transportadores. Os RNAs preditos foram integrados ao genoma anotado do

microrganismo.

12.1.6. BLAST2GO

O Gene Ontology (GO) é um consorcio mantido pelo Gene Ontology
Consortium que foi criado originalmente para compartilhamentos de dados genémicos
de trés organismos-modelo: levedura, camundongo e droséfila (ASHBURNER et al.,
2000). Posteriormente o escopo do consorcio foi expandido para todos 0s seres Vvivos,
e eles fornecem identificadores para classificacdo de genes ou produtos génicos em

trés niveis: 1) o compartimento celular em que o gene é expresso; 2) a funcéo
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bioldgica do produto associado a ele; e 3) os processos bioldgicos de que o produto
génico participa (FREITAS; SCHULZ; MORAES, 2009).

O BLAST2GO faz uso do BLAST para encontrar homoélogos para sequéncias
de entrada no formato fasta. O programa extrai os termos GO para cada hit obtido
através de mapeamento realizado com base em associacdes de anotacfes ja
existentes, e os termos GO sao atribuidos a sequéncia de consulta. Anotacéo e
andlises funcionais podem ser visualizadas em forma de graficos, reconstruindo os
relacionamentos GO e destacando as areas mais relevantes (CONESA et al., 2005;
CONESA; GOTZ, 2008; TALON et al., 2008). A versdo utilizada do BLAST2GO foi a
versao pro 5.2.5.

Para essa andlise foi feito primeiramente um BLASTp contra o nr (non-
redunctant database), porém mudando o formato de saida para XML (formato
requerido para o BLAST2GO). Em seguida esses dados foram carregados no
programa, e as associacfes GO foram criadas. Um exemplo de dado que foi obtido
por essa andlise € a distribuicdo do conteddo enzimatico identificado para o
microrganismo, que pode ser visualizado na Figura 32. As enzimas identificadas para
a sequéncia de busca ja sdo associadas com o EC Number delas, permitindo rapida
identificacdo das enzimas de interesse. Buscas pelos termos “Nitrile Hydratase” ou
pelo EC Number “EC. 4.2.1.84” nao produziram resultados.

Figura 32. Distribuicdo do contetddo enzimético classificado em EC Number, obtido pelo

BLAST2GO para o microrganismo L. boronitolerans CBMAI-2094.

Distribuigao enzimatica em numeros EC para L. boronitolerans
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Fonte: Elaborada pela autora usando o software BLASTGO
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12.1.7. OrthoMCL

Quando se compara relacdes evolutivas e funcionais entre genes de espécies
diferentes, torna-se util fazer a comparacgéo de ortélogos, isso €, de genes cuja origem
remonta a um ancestral comum, mas que divergiram por especiacdo. O algoritmo
OrthoMCL realiza a identificacdo de grupos ortlogos de proteinas entre dois ou mais
organismos, encontrando regiées que preservam o0 conteudo génico em varios
genomas (LI; JR; ROOS, 2003). A partir das sequéncias proteicas de interesse, o
programa faz uma comparagao do tipo “todos contra todos” utilizando BLASTp
seguido pelo algoritmo de agrupamento de Markov (Markov cluster — MCL) para
formacgéo dos grupos, sendo que o ultimo € baseado em probabilidade e teoria dos
grafos.

As sequéncias proteicas utilizadas foram: Lysinibacillus boronitolerans CBMAI-
2094, Lysinibacillus sphaericus C3-41, Lysinibacillus fusiformis RB-21, Rhodococcus
erythropolis BG43, Bacillus cereus ATCC 14579 e sequéncias de enzimas nitrilas
hidratases depositadas no Uniprot. Todas as sequéncias genémicas utilizadas foram
obtidas através do GenBank. Nao foram obtidos resultados positivos para a presenca

de nitrilas hidratases por essa abordagem.

12.1.8. Busca por similaridades de segéncias: tBLASTn

Como nédo haviam sido encontradas as proteinas de interesse do trabalho por
meio das abordagens descritas, foi feita mais uma tentativa, dessa vez empregando
uma busca de similaridade de sequéncias usando o algoritmo BLAST. Entretanto,
dessa vez foi utilizado o tBLASTnN, onde as sequéncias de busca estdo no formato de
nucleotideo e séo traduzidas a proteina para a busca contra uma base de dados de
proteinas. Foi utilizada a pseudomolécula do genoma de L. boronitolerans como um
todo, contra sequéncias depositas de enzimas nitrilas hidratases no Uniprot. Optou-
se por utilizar o genoma completo de L. boronitolerans e ndo apenas as CDS’s ja
preditas para verificar se a predicdo com o FgenesB deixou de incluir a sequéncia de
interesse.

A verséo utilizada do tBLASTn foi a 2.2.31 para GNU/Linux. Como parametros

de entrada para o tBLASTn foram utilizados: numeros de alinhamento igual a 10,
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numeros de descritores igual a 10 e evalue de 103. Conjuntamente foi feito outro
tBLASTNn sem restricdo do evalue. Na andlise com evalue de 102 ndo foram
encontrados hits para as enzimas nitrilas hidratases. Na anélise sem evalue foram
encontrados hits, porém sob maior escrutinio ndo foi possivel confirmar a presenca

de NHase em L. boronitolerans.

12.2. Busca pelo gene de nitrila hidratase na bactéria Lysinibacillus
boronitolerans CBMAI 2094 via reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

investigativa

12.2.1. Extracdo do DNA de Lysinibacillus boronitolerans CBMAI 2094

A extracdo do DNA genbmico foi feita usando-se o kit Quick DNA
Fungal/Bacterial Miniprep kit™, da Zimo Research®. O miniprep foi realizado a partir
de 5 mL de uma cultura overnight do microrganismo, preparada em meio Nutrient

Broth (NB), a 28 °C, 150 rpm, e seguiu-se o protocolo do fabricante.

12.2.2. PCR investigativa para sequéncias conservadas de nitrilas
hidratases

Para as reacfes de PCR investigativa, a sintese dos primers foi realizada pela
empresa Exxtend (Paulinia — SP). Todas as PCRs foram realizadas em termociclador
Heal Force T960. Como controle positivo foi utilizado o DNA plasmidial com a enzima
nitrila hidratase tipo Fe de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277. Como controle
negativo nao foram adicionados DNA molde. As condi¢gbes reacionais encontram-se

listadas na Tabela 10.



Tabela 10. Condicdes das reacdes de PCR para amplificacéo do gene de nitrila hidratase

Componentes Concentracéo
PCR buffer 1X
dNTP mix 200 pM

MgCl2 1,5mM
F. primer 1uM
R. primer 1uM

Tag polimerase 25U

Template DNA 0,1 ng/uL
PCR H20 g.S.p- 100 pL

As condicGes de amplificacdo compreenderam uma desnaturacéo inicial a 94
°C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos consistindo de desnaturacéo (90 s a 95 °C),
anelamento (60 s a 58 °C) e extenséo (90 s a 72 °C) e uma extensao final a 72 °C por
10 minutos. Ao final da reacdo a mesma foi interrompida por resfriamento a 4 °C. O

ciclo esta representado na Figura 33.

Figura 33. Representacdo do ciclo de PCR utilizado para amplificagdo do gene de nitrila

hidratase
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Os produtos de reacéo de PCR foram analisados em gel de agarose a 0,8%. O
tamanho dos fragmentos foi estimado em comparagdo com o marcador Gene Ruler 1
kb DNA Ladder, da Thermo Scientific.
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12.3. Segunda parte: Reacdes com a nitrila hidratase de Rhodococcus erythropolis
ATCC 4277

12.3.1. Procedimento geral para hidratagcdes biocataliticas de nitrilas com

células umidas

Uma colonia de E. coli BL21 (DE3) contendo a NHase recombinante foi usada
para inocular 5 mL de meio LB com o antibidtico de resisténcia (cloranfenicol 34
ug/mL). A cultura foi entdo incubada overnight em um agitador rotativo a 37 °C e 150
rom. Desta cultura overnight, foi utilizado 1,5 mL para inocular 100 mL de meio LB-
cloranfenicol. Essa nova cultura foi mantida sob agitacdo orbital, a 37°C, até que se
atingisse uma ODsoo de 0,5, quando foi adicionado IPTG a uma concentracao final de
1 mM, e as células foram deixadas induzindo overnight, a 120 rpm e 20 °C.

As células foram recolhidas por centrifugacdo (15 minutos a 3200 rpm), e
solubilizadas em 50 mL de tampao fosfato de sédio (100 mM, pH 7,5). O substrato foi
entdo adicionado no meio reacional (0,2 mmol, em 1% DMSO), e a reacgao foi mantida
a 28 °C, 150 rpm por 24 horas. Ao término do tempo reacional a suspenséo celular foi
centrifugada (15 minutos a 3200 rpm), e a fase aquosa extraida com acetato de etila
(3 x 30 mL). As fases organicas foram combinadas, secas com MgSO4 anidro, e

evaporadas em rotaevaporador. O produto foi analisado via GC-FID ou GC-MS.

12.3.2. Procedimento para sintese quimica da o-toluamida

Em um baldo de fundo redondo, 1 mmol (117 mg) da nitrila foi solubilizado em
4 mL de CH2Cl2 anidro. ApGs solubilizacdo completa, H2SO4 concentrado foi
adicionado gota a gota ao meio reacional, sob agitacdo magnética lenta. A reacgéo foi
mantida em temperatura ambiente por aproximadamente 6 horas, e monitorada por
GC-FID. Apos a conclusao, a reacéo foi terminada pela adicdo de NaOH 10 M até pH
8-10 e a fase aquosa foi extraida com acetato de etila. secas com MgSO4 anidro, e
evaporadas em rotaevaporador. O produto foi analisado via GC-FID e GC-MS. O
produto foi purificado por cromatografia em camada delgada preparativa (Hep/EtOAc
50%), com 47,5% de rendimento.
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o)
NH,
o-toluamida (ANGELES et al., 2010): GC-MS (El, 70 eV): m/z (%)
[M*] 135 (98), 119 (100), 118 (63), 92 (14), 91 (97), 65 (32).

12.3.3. Procedimento para sintese quimica da 4-piridinacarboxamida
(VERMA et al., 2013)

Em um balédo de fundo redondo, 1 mmol (104 mg) da nitrila 4-cianopiridina foi
solubilizada em 5 mL de EtOH-H20 (1:1) e 0,75 mmol (28,4 mg) de borohidreto de
sédio foi adicionado. A reacdo foi mantida a 80°C por 2 horas e monitorada por GC-
FID. Apés a conclusdo, o meio de reacgao foi concentrado no rotaevaporador e a fase
aguosa extraida com EtOAc (3 x 5 mL). As fases organicas foram combinadas, secas
com MgSOs anidro, e evaporadas em rotaevaporador. O produto foi analisado via GC-
FID e GC-MS. O produto foi purificado por cromatografia em camada delgada
preparativa (Hep/EtOAc 80%), com 47,5% de rendimento.

H,N__O

X

W
N™  4-Piridinacarboxamida (ANGELES et al., 2010): GC-MS (El, 70 eV):

miz (%) [M*] 122 (100), 106 (49), 78 (51).

12.4. Terceira parte: Estudos de mutagénese sitio dirigida na nitrila hidratase
de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277

12.4.1. Estudos de ancoragem molecular com a enzima nitrila hidratase

recombinante de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277

Para identificacdo dos residuos de aminoacidos passiveis de sofrer as
mutacdes, foram realizados estudos de ancoragem molecular. Para a realizacédo dos
ensaios de ancoragem molecular, foi selecionada como receptor a proteina de entrada
“PDB ID 2qdy”, do Protein Data Bank (SONG et al., 2007). Essa entrada corresponde

a nitrila hidratase de Rhodococcus erythropolis AJ270. Como substrato modelo para
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os dockings foi selecionada a difenilacetonitrila (Figura 34) uma nitrila secundaria com

dois grupos fenila.

Figura 34. Difenilacetonitrila

CN

1

Os experimentos de ancoragem molecular foram realizados utilizando o
conjunto de softwares Maestro® 2020, da SCHRODINGER®. A estrutura da proteina
foi importada para o software e preparada para o estudo de ancoragem molecular
utilizando a funcao Protein Preparation Wizard. O seguinte protocolo foi executado: (i)
remocao das moléculas de agua (exceto aquelas conservadas presentes no sitio
ativo); (ii) adicdo de atomos de hidrogénio; (iii) preenchimento de cadeias laterais
incompletas; (iv) minimizagdo de energia utilizando o campo de forga OPLS3. Para
cada mutante desejado, o residuo de aminoacido foi selecionado e mutado usando a
opgao “Mutate residue”, assim gerando as proteinas mutantes desejadas. Usando o
software Glide®, a caixa de interagao (“grid”) foi definida pelo Receptor Grid
Generation, com dimensdes de 10 A x 10 A x 10 A. Com a concluséo do preparo das
proteinas, os ligantes foram desenhados e importados no formato SDF para o
software Maestro® e sua preparacao se deu através da funcdo Ligand Preparation
(LigPrep) a fim de realizar a minimizag&o de energia utilizando campo de forga OPLS3,
e obter a simulacdo dos possiveis estados de ionizagcdo em pH 7 + 2.

Para determinar a eficiéncia de todos os parametros utilizados neste estudo, o
modelo foi validado por redocking, onde o ligante original da proteina foi removido e
seguidamente, ancorado no mesmo sitio enzimatico. A qualidade deste resultado foi
analisada pelo calculo Root Mean Square Desviation (RMSD) entre o ligante co-
cristalizado e o “redocado”. O valor obtido é considerado de confianga quando o
RMSD for inferior a 2 A (YUSUF et al. 2008).
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12.4.2. Procedimento geral usado para reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para

mutagénese sitio dirigida

Para as reacfes de PCR, a sintese dos primers foi realizada pela empresa
Exxtend (Paulinia — SP). Todas as PCRs foram realizadas em termociclador Heal
Force T960. As condi¢cBes reacionais com as quantidades de reagentes utilizados

encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11. Condicdes das reagdes de “PCR — Site directed mutageneis” para amplificacéo do gene de

nitrila hidratase

Componentes Quantidade
Phusion Master mix 10 pL
F. primer 1pL
R. primer 1L
Template DNA 1L
PCR H20 7 L

As condicGes de amplificacdo compreenderam uma desnaturacéao inicial a 98
°C por 30 segundos, seguida de 35 ciclos consistindo de desnaturagéo (10 s a 98 °C),
anelamento (30 s a 58 °C) e extensao (2 min e 30 s a 72 °C) e uma extenséo final a
72 °C por 5 minutos. Ao final da reagdo a mesma foi interrompida por resfriamento a

4 °C. O ciclo estéa representado na Figura 35

Figura 35. Representacao do ciclo de PCR utilizado para amplificacdo do gene de nitrila hidratase
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Fonte: Elaborada pela autora

Os produtos de reacéo de PCR foram analisados em gel de agarose a 0,8%. O
tamanho dos fragmentos foi estimado em comparagéo com o marcador Gene Ruler 1
kb DNA Ladder, da ThermoFisher Scientific.
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12.4.3. Procedimento geral para purificacdo das bandas de géis de agarose

A purificacdo de fragmentos de DNA das bandas de géis de agarose foi
realizada utilizando-se o kit: illustra™ GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit. O
gel de agarose foi alocado em Transiluminador, equipado com lampada UV, e as
bandas correspondes aos fragmentos desejados foram cortadas com auxilio de uma
lamina e armazenados em um tubo tipo eppendorf previamente pesado. Para

purificagéo seguiu-se protocolo do fabricante.

12.4.4. Procedimento para reacdo de digestdo com enzima Dpnl

(ThermoFisher Scientific)

Em um microtubo do tipo eppendorf foram adicionados 3 puL de 10X buffer
Tango, 20 pL do produto de PCR purificado, 6 pL de agua milliQ e 1 yL da enzima
Dpnl. O sistema foi homogeinizado e mantido a 37 °C overnight. A enzima foi inativada
a 80 °C por 20 minutos, e ap0s a inativacdo o produto foi purificado com kit illustra e

eluido em 25 uL de agua MilliQ.

12.4.5. Procedimento para reacao de ligagdo com enzima T4 DNA Ligase
(ThermoFisher Scientific)

Em um microtubo do tipo eppendorf foram adicionados 5 puL de 10X T4 DNA
Ligase buffer, 25 pL do DNA, 15 pL de agua milliQ e 1 pL da enzima T4 DNA Ligase.
O sistema foi homogeinizado e ap6és foi mantido a 22 °C por 1 hora. A enzima foi
inativada a 65 °C por 10 minutos, e apés a inativacdo o produto foi usado para

transformacao em linhagens bacterianas.

12.4.6. Protocolo geral para preparo de células competentes de E.coli

Uma coldnia de E. coli foi inoculada em 5 mL de meio LB, e incubada a 37 °C,
150 rpm, overnight. Desta cultura, 1,5 mL foi transferido para 50 mL de meio LB. Essa
nova cultura foi mantida a 37 °C, 150 rpm, até ODeoo de 0,5. A suspenséo celular foi
entdo centrifugada a 5000 rpm, 4 °C por 20 minutos. O pellet obtido foi gentilmente

ressuspendido em 25 mL de CaClz2 (100 mM) gelado e estéril. Essa suspenséo foi
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incubada em gelo por 15 minutos, e apds esse periodo foi centrifugado novamente e
o sobrenadante foi descartado. O pellet foi entdo gentilmente ressuspendido em 8 mL
da solucéao de CaClz gelada, e foram adicionados 2 mL de glicerol puro. Foram feitas
aliquotas de 300 pL e as células armazenadas em freezer -80 °C.

12.4.7. Procedimento geral para transformagao utilizando E. coli DH108

guimicamente competente

O tubo contendo as células competentes foi retirado do freezer -80 °C e
descongelado em gelo. A 100 pL das células foi adicionado 10 pL do produto da
reacdo de ligacdo, e a suspensao foi gentiimente homogeinizada. As células foram
mantidas em gelo durante 10 minutos e entdo submetidas a um choque térmico em
banho seco a 42 °C por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado 400 pL de meio 2YT+gli,
as células foram incubadas a 37 °C por 1 hora sob agitacéo orbital a 300 rpm. Ao final
de 1 hora, foram preparadas placas com 100 e 200 yL da suspensao celular em meio
2YT +gli solido suplementado com o antibiético de resisténcia (cloranfenicol — 34
pug/mL), e estas foram incubadas a 37 °C overnight. Foram selecionadas coldnias que
cresceram, e estas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT + gli e usadas para fazer

miniprep dos plasmideos e armazenar as culturas no -80 °C.

12.4.8. Extracdo de DNA plasmidial usando kit PureLink™ Quick Plasmid
Miniprep Kit

Para o miniprep foi realizado o protocolo da fabricante. Cinco mL de uma cultura
overnight das células de interesse (em meio LB) foram centrifugadas e todo o meio
removido. Ao pellet foi adicionado 250 pL do “Resuspension Buffer (R3) with RNase
A” e o pellet foi ressuspendido até o meio estar homogéneo. Foi entdo adicionado 250
ML do “Lysis Buffer (L7)”. O meio foi homogeneizado delicadamente por inversdo do
tubo, e incubado em temperatura ambiente por 5 minutos. Foi entdo adicionado 350
ML do “Precipitation Buffer (N4)”, e a mistura foi homogeneizada por inverséao do tubo
imediatamente. O lisado foi centrifugado a 12000 x g por 10 minutos. O sobrenadante
foi adicionado na coluna spin, acondicionada em um tubo de 2 mL, e a coluna foi

centrifugada a 12000 x g por 1 minuto. O eluato foi descartado. Para lavagem da
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coluna, 500 uL do “Wash Buffer (W10)” foi adicionado na coluna, e incubado em
temperatura ambiente por 1 minuto, seguido por uma centrifugacdo a 12000 x g por 1
minuto. O eluato foi descartado, e 700 uL de “Wash Buffer (W9)” foi adicionado na
coluna, seguido por uma centrifugagcdo a 12000 x g por 1 minuto. O eluato foi
descartado e a coluna foi centrifugada novamente a 12,000 x g por 1 minuto, para
remocao de resquicios das solu¢cdes de lavagem. A coluna foi colocada em um tubo
limpo de 1,5 mL, e a eluicdo do DNA foi feita com 30 pL de agua pré-aquecida, que
foi adicionada ao centro da coluna, seguido por um periodo de incubagéo de 1 minuto.
A coluna foi centrifugada a 14000 x g por 2 minutos, e o tubo com DNA plasmidial

armazenado em freezer -20 °C.

12.4.9. Transformagédo em E. coli BL21 DE3

O tubo contendo as células competentes foi retirado do freezer -80 °C e
descongelado em gelo. A 100 pL das células foi adicionado 1 pL do DNA plasmidial
pés miniprep, e a suspensdo foi gentiimente homogeinizada. As células foram
mantidas em gelo durante 30 minutos e entdo submetidas a um choque térmico em
banho seco a 42 °C por 2 minutos, e apds esse tempo mantidas por mais 2 minutos
em banho de gelo. Em seguida, foi adicionado 500 uL de meio 2YT+gli, as células
foram incubadas a 37 °C por 1 hora sob agitag&o orbital a 300 rpm. Ao final de 1 hora,
foram preparadas placas com 100 pL da suspensdao celular em meio 2YT +gli s6lido
suplementado com o antibiético de resisténcia (cloranfenicol — 34 pg/mL), e estas

foram incubadas a 37 °C overnight.

12.4.10. Protocolo geral para analise de proteina por SDS page

Uma col6nia de E. coli BL21 (DE3) contendo a NHase recombinante foi usada
para inocular 5 mL de meio LB com o antibiético de resisténcia (cloranfenicol 34
ug/mL). A cultura foi entdo incubada overnight em um agitador rotativo a 37 °C e 150
rpm. Desta cultura overnight, foi utilizado 1,5 mL para inocular 100 mL de meio LB-
cloranfenicol. Essa nova cultura foi mantida sob agitacdo orbital, a 37°C, até que se
atingisse uma ODsoo de 0,5. Quando foi atingida a ODsoo de interesse, foi retirado 2
mL da cultura, e essa aliquota foi centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos. O
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sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 pL de tampéao de
lise, e armazenado em -20 °C até analise por SDS-page. Ao restante da cultura foi
adicionado IPTG a uma concentracdo final de 1 mM, e as células foram deixadas
induzindo overnight, a 120 rpm e 20 °C.

Ao final da inducéo as células foram coletadas por centrifugacéo (3200 rpm —
15 minutos) e ressuspendidas em 3,5 mL de tampdao de lise (acrescido de mix IP)
gelado. Nessa etapa a suspensao celular pode ser armazenada em freezer.

A seguir as células foram rompidas em sonicador (Bandelin Sonopuls HD-
2070), operando com 30-40% da poténcia maxima (9 ciclos de 30 segundos, com
intervalo de 1 minuto entre os ciclos, em banho de gelo). Os debris celulares foram
separados por centrifugacado (14000 rpm, 20 minutos, 4 °C). O sobrenadante foi
transferido para um tubo limpo e armazenado a -20 °C até analise por SDS-page, € 0
precipitado foi ressuspendido em 3,5 mL de tampéao de lise e também foi armazenado
em-20 °C até andlise por SDS-page.

As amostras para SDS-page foram preparadas utilizando-se para o
sobrenadante e precipitado 2 pL da amostra proteica poés lise, e completadas com 18
UL de dgua. Da amostra referente a fracdo nado induzida foi pipetado 20 pL. A todas
as amostras foram adicionados 5 yL de Tampado de Laemmli 6x, e a seguir as
amostras foram homogeneizadas e levadas a banho seco a 95 °C por 5 minutos. Apés
esse periodo as amostras foram centrifugadas rapidamente (1000 rpm, 1 minuto) e
aplicadas no gel. Como marcador de peso molecular foi usado BenchMark™ Protein
Ladder da Invitrogen.

As andlises foram realizadas em cuba de eletroforese vertical Kasvi, com fonte
de eletroforese OWL EC300 da Thermo Scientific. O tampé&o de corrida usado foi Tris-
Glicina 1X. Foi realizada uma pré-corrida a 75 V por 30 minutos para empacotar a
amostra, seguida por uma corrida de 40 minutos a 200 V. Os géis foram corados com
auxilio de solucdo corante, e descoradas em solugdo descorante. Os géis foram

documentados no equipamento ChemiDoc Imaging Systems, da Biorad.
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12.4.11. Procedimento alternativo para hidratacdes biocataliticas de nitrilas

com células umidas

Uma colonia de E. coli BL21 (DE3) contendo a NHase recombinante foi usada
para inocular 5 mL de meio LB com o antibidtico de resisténcia (cloranfenicol 34
ug/mL). A cultura foi entdo incubada overnight em um agitador rotativo a 37 °C e 150
rom. Desta cultura overnight, foi utilizado 0,5 mL para inocular 30 mL de meio LB-
cloranfenicol. Essa nova cultura foi mantida sob agitacao orbital, a 37°C, até que se
atingisse uma ODsoo de 0,5, quando foi adicionado IPTG a uma concentracao final de
1 mM, e as células foram deixadas induzindo overnight, a 120 rpm e 20 °C.

Da cultura deixada induzindo overnight, 20 mL foram recolhidos por
centrifugacéo (15 minutos a 3200 rpm), e as células foram solubilizadas em 10 mL de
tampéao fosfato de sddio (100 mM, pH 7,5) acrescido de 10 pL de solucao tracos de
Fe (2 mg de FeCls/500 mL H20). O substrato foi entdo adicionado no meio reacional
(0,04 mmol, em 1% DMSO), e a reacéo foi mantida a 28 °C, 150 rpm por 24 horas. Ao
término do tempo reacional a suspenséo celular foi centrifugada (15 minutos a 10000
rpm), e a fase aquosa extraida com acetato de etila (3 x 10 mL). As fases organicas
foram combinadas, secas com MgSO4 anidro, e evaporadas em rotaevaporador. O
produto foi analisado via GC-FID ou GC-MS.

o)
= | NH,
SN nicotinamida: GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) [M*] 122 (100), 106
(66), 78 (85), 51 (56), 44 (92).
o)
NH,
[\
S tiofeno-3-carboxamida: GC-MS (El, 70 eV): m/z (%) [M*] 127 (76),

111 (100), 83 (21), 45 (18), 39 (40).

mNHz
© 2-(ciclohex-2-en-1-il)acetamida: GC-MS (El, 70 eV): m/z (%)

[M*] 139 (42), 95 (29), 81 (67), 67 (62), 59 (100), 44 (55), 41 (39), 39 (36).
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12.4.12. Procedimento para reacdo de digestdo com enzimas Aval e Ncol

(New England Biolabs)

Em um microtubo do tipo eppendorf foram adicionados 1 pL de CutSmart Buffer
10X (para Aval) ou 1 puL de NEBuffer 10X (para Ncol), 5 uL do DNA plasmidial de
interesse, 3,5 YL de agua milliQ e 0,5 yL da enzima. O sistema foi homogeinizado e
mantido a 37 °C por 2 horas. A enzima foi inativada a 80 °C por 20 minutos, e ap0s a
inativacao o produto foi analisado em gel de agarose.
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Anexo 3. GC-MS (El, 70 eV) isonicotinamida
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Anexo 4. GC-MS (El, 70 eV) nicotinamida
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Anexo 5. GC-MS (El, 70 eV) tiofeno-3-carboxamida
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Anexo 7. Vetor pACYCDuet com nitrila hidratase de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277

(142) Bsal EcoRV (341)

NHase alfa subunity

DralIIl (432)

PstI (645)

PpuMI (691)

PaqCI (842)

BspQI - SapI (1004)
Eco53kI (1014)
SacI (1016)

TspMI - Xmal (1141)
Smal (1143)
Mrel (1252)
PmII (1275)
PspXI (1354)
AfIII (1390)
BsrGI (1417)
NdeI (1525)
AhdI (1557)
FspI (1620)
BspDI - Clal (1888)

(5803) BclI*

(5315) Hpal

(4897) Xbal

pACYCDuet-1
com NHase
6312 bp

(4432) BssSI - BssSal

(4069) BstZ171
(4060) BmtI

(4056) Nhel
(4055) Afel

Fsel (2517)
Nrul (2533)

BmgBI (2681)
BIpI (2755)
Bsu36I (2821)
(3478) BspEI PFIFT - Tth111T (2930)

(3211) Mscl Scal (3061)
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Anexo 8. Valores de RMSD para as variantes

Proteina RMSD

wild 1,353
W118A 5.851
W118D 1.043
W118H 2.013
W118S 5.776

Y76A 3.196

Y76D 2.397

Y76H 2.270
Y76S 2.075
Y72A 2.820
Y72D 0.888
Y72H 0.928
Y72S 0.762
Y37A 5.051
Y37D 3.531
Y37H 0.561

Y37S 5.249




Anexo 9. Gréafico de Ramachandran da enzima selvagem

PROCHECK

Ramachandran Plot
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Anexo 10. Grafico de Ramachandran da variante W118A

PROCHECK

Ramachandran Plot

h400
|

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Number of glycine residues (shown as triangles) 14
Number of proline residues 15
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Anexo 11. Grafico de Ramachandran da variante W118D

PROCHECK

Ramachandran Plot

h400
|

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Anexo 12. Grafico de Ramachandran da variante W118H

PROCHECK

Ramachandran Plot
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Anexo 13. Gréafico de Ramachandran da variante W118S

PROCHECK

Ramachandran Plot
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Total number of residues 207
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Anexo 14. Sequenciamento W118A-1

170 180 190 200 2
SCTCGCTGTGTTCATGCACCGCGGCGCCCATCCTCGGTCTGCCGCCG

Anexo 15. Sequenciamento W118A-2

) 170 180 190 200
IGTGCTCGCTGTGTTCATGCACCGCGGCGCCCATCCTCGGTCTCG

——
—

Anexo 16. Sequenciamento W118D-1

180 190 200 2
TGTGTTCATGCACCGCGGATCCCATCCTCGGTCTGC
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Anexo 17. Sequenciamento W118H-1

180 190 200 21
{CTGTGTTCATGCACCGCGCATCCCATCCTCGGTCTGCC
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