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RESUMO

Neste trabalho, o objetivo principal foi a triagem e estudo de novas enzimas com
potencial de aplicagdo biotecnoldégica. Uma epdxido hidrolase (AbEH) do fungo
Aspergillus brasiliensis CCT1435 foi clonada, expressa, purificada, funcionalmente e
estruturalmente caracterizada. Anadlises de filtracdo em gel e dicroismo circular
indicaram que a AbEH é um dimero em solugao e apresenta estrutura secundaria tipica
de a/p hidrolases. A atividade da AbEH foi avaliada com sonda fluorescente O-(3,4-
epoxibutil) umbeliferona se mostrando ativa em ampla faixa de pH (6 - 9) e temperatura
(25 — 45°C), com atividade maxima em pH 6,0 a 25°C. A constante de Michaelis (Km) e
a velocidade maxima (Vmax) foram de 495 uM e 0,24 uM/s respectivamente. A
atividade e enantiosseletividade da AbEH foi avaliada com o éxido de estireno racémico
(R/S-SO) apresentando um excesso enantiomérico (ee) > 99% para o S-SO. A
atividade da AbEH foi também avaliada com os substratos R/S-SO e cis-3-fenil-2,3-
epoxipropanoato de etila em sistemas bifasicos (liquido-liquido/sélido-liquido). Nestes
ensaios foi detectado um comportamento enantioconvergente da enzima. Em paralelo,
uma biblioteca fosmidial metagenémica de reservatério biodegradado de petréleo
(Bacia Potiguar — CE) foi triada para genes que apresentavam atividade lipolitica. Na
investigacdo desses clones a enzima (licosiltransferase foi encontrada.
Glicosiltransferases sao enzimas importantes que atuam na biossintese de carboidratos

com as mais variadas fungdes bioldgicas.
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ABSTRACT

In this work, the main goal was the study and screening of new enzymes with
potential biotechnological applications. An epoxide hydrolase (AbEH) from Aspergillus
brasiliensis CCT1435 was cloned, expressed, purified, functionally and structurally
characterized. Analysis of gel filtration and circular dichroism indicated that AbEH is a
dimer in solution and has typical secondary structure of a/f hydrolase. The AbEH
activity was assessed with the fluorescent probe (3,4- epoxibutyl ) umbelliferone
showing that this enzyme is active in a wide pH (6 - 9) and temperature (25 — 45°C)
range, with maximum rate at pH 6.0 at 25°C. The Michaelis constant (Km) and
maximum velocity (Vmax) were 495 mM and 0.24 mM/s respectively. The activity and
enantioselectivity of AbEH was evaluated with racemic styrene oxide (R/S-SO) showing
an enantiomeric excess (ee) of > 99% for S -SO. The AbEH activity was also evaluated
with R/S-SO and cis-3-phenyl-2, 3-ethyl epoxipropanoato in biphasic systems (liquid-
liquid/solid-liquid). In these assays, an enantioconvergente behavior of the enzyme was
detected. In parallel a metagenomic fosmidial library from biodegraded oil reservoir
(Potiguar Basin - CE) was screened for genes that showed lipolytic activity. In the
investigation of these clones the glycosyltransferase enzyme was found.
Glycosyltransferases are important enzymes involved in the biosynthesis of

carbohydrates with varied biological functions.
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PREFACIO

Os resultados gerados durante o desenvolvimento do presente trabalho séo
apresentados em forma de um artigo cientifico, de uma patente e um capitulo de
resultados complementares. O artigo intitulado “A novel and Enantioselective
Epoxide Hydrolase from Aspergillus brasiliensis CCT1435: Prurification and
Characterization” encontra-se no capitulo primeiro e descreve a produgédo heterdloga
de uma epoxido hidrolase (AbEH) do fungo Aspergillus brasiliensis CCT1435 em
Escherichia coli, bem como sua caracterizagdo enzimdtica. No segundo capitulo é
apresentada a minuta da patente intitulada “Enzima Recombinante, Processo de
Hidrolise Enzimatica de Epoéxidos e Didis Vicinais Assim Obtidos”, depositada
junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial — INPIl. A patente descreve o
emprego da AbEH em sistemas bifasicos com epdxidos racémicos e o comportamento
enantioconvergente da enzima.

Vale ressaltar, que o estudo desta AbEH foi motivado e incentivado pela
Profa. Dra. Anita J. Marsaioli (Instituto de Quimica — Unicamp), cujo grupo de pesquisa
detectou a atividade desta epdxido hidrolase nas células do A. brasiliensis CCT1435
pela primeira vez. Assim, em colaboragdo com o grupo da Profa. Marsaioli, vertemos
esforgcos para clonar, expressar e purificar a AbEH recombinante, permitindo desta
forma iniciar os estudos de caracterizagao estrutural e bioquimica da referida proteina,
como pode ser acompanhado nos capitulos 1 e 2, desta tese. Na secdo que
compreende a terceira parte desse trabalho, sao apresentados resultados
complementares, na qual é descrito resultados referente a uma glicosiltransferase

oriunda de biblioteca metagenémica de reservatério biodegradado de petréleo (Bacia

xxiii



de Potiguar — CE). Os clones metagenémicos foram gentilmente cedidos pelas Profas.
Dras. Suzan P. Vasconcellos (Unifesp-Diadema — SP) e Valéria Maia Oliveira (CPQBA-
Unicamp).

Por Ultimo, sao apresentadas as conclusbes e perspectivas baseadas nos

resultados obtidos durante o presente estudo de doutorado.
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Introducéo

1. INTRODUGAO
1.1. Enzimas e sua importancia biotecnolégica

A industria de enzimas como a conhecemos hoje € o resultado de um rapido
desenvolvimento visto principalmente ao longo das Ultimas quatro décadas gragas a
evolugdo da biotecnologia moderna [1, 2]. Enzimas encontradas na natureza tém sido
usadas desde os tempos antigos para a produgdo de alimentos como o queijo,
fermento, cerveja, vinagre de vinho e na produgao de produtos tais como, couro, indigo
e linho [3]. Todos esses processos contaram com enzimas produzidas pelo crescimento
espontdneo de microrganismos ou enzimas presentes em preparagdes adicionais, por
exemplo, rimen e mamao [3].

O desenvolvimento dos processos de fermentacao no final do século XX, voltado
especificamente para a produgdo de enzimas a partir de microrganismos selecionados,
tornou possivel a produgdo de enzimas purificadas, preparagdes enzimaticas mesmo
em larga escala [3,4]. Este desenvolvimento permitiu que as enzimas se tornassem
verdadeiros produtos industriais, usados em varias areas como: produgdo de
detergentes, téxtil e alimentos [3].

A tecnologia do DNA recombinante melhorou o processo de produg¢ao de enzimas
e permitiu a comercializacdo de enzimas anteriormente nunca produzidas [3, 4].
Ademais, os mais recentes avangos em Biotecnologia moderna, como a Engenharia de
Proteinas e evolugéo dirigida tem revolucionado o desenvolvimento de enzimas para
fins industriais [3, 5]. Sendo hoje possivel a producédo de enzimas “sob encomenda”,
que desempenham novas caracteristicas cataliticas e adaptadas a condigbes de

processos adversas, ampliando a sua versatilidade [5].
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A metagenbmica, a Bioinformatica e a disponibilidade de dados de
sequenciamento de DNA aumentou significantemente o isolamento de um gene de
interesse a partir de diferentes microrganismos [5].

A aplicagéo tanto de enzimas livres quanto de células integras como agentes
catalisadores oferece excelentes vantagens, como altos indices de pureza, minimizagao
da formagao de subprodutos, redugdo do consumo energético e do impacto ambiental
[6, 7].

Assim, a biocatélise tornou-se uma importante ferramenta junto aos diversos
ramos industriais, entre eles, medicina analitica, farmacos, alimentos, agroquimicos,
detergentes, intermediarios quimicos, biomateriais, biocombustiveis e mineragéo [1, 7,
8]. Em biocatalise, o uso de células integras tém como vantagens o baixo custo e a
presenga de coenzimas naturais. Entretanto, como as células sdo um sistema
multienzimatico, pode ocorrer reagbes laterais e problemas de permeabilidade do
substrato pela membrana [9]. J& as enzimas isoladas, além do controle do processo
reacional, apresentam maior produtividade e tolerancia a quantidade e variedade de
substratos, caracteristicas que podem compensar o custo da tecnologia aplicada na
purificacao [9].

O uso de enzimas purificadas é de grande interesse para industria farmacéutica
quanto a sua aplicagdo em sintese assimétrica [10]. E sabido que isdmeros 6ticos de
farmacos podem apresentar atividades bioldgicas diferentes, podendo um deles ser
téxico, 0 que torna impossivel o uso terapéutico da mistura racémica. Por isso a
resolucao cinética mediada por enzimas € uma importante ferramenta para a sintese de
um composto enantioméricamente puro, sendo a recomendagao para comercializar um

farmaco que apresente pelo menos 98% de excesso enantiomérico [10]. Um exemplo
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classico na literatura médica é o da talidomida, droga usada nos anos 60, como mistura
racémica, um sedativo leve para tratamento de sintomas de nauseas, recomendado a
gestantes. O uso desse medicamento por gestantes na época provocou sérias
deformidades em recém-nascidos [8]. Apds, descobriram que sé um dos enantiébmeros
tinha efeito sedativo, o outro era o responsavel pela teratogénese em fetos [11].

Dentre as varias classes de enzimas aplicadas industrialmente, as hidrolases
tém uma representatividade de 80%, pois, em geral, sdo enzimas que nao requerem
co-fatores e exibem grande diversidade de substratos nao naturais, além de alta régio-,
quimio- e enantioseletividade [12, 13].

Neste trabalho caracterizamos uma epdxido hidrolase do fungo Aspergillus
brasiliensis CCT 1435, uma enzima de grande importancia para a industria quimica
para a resolugao cinética de epdxidos racémicos e didis vicinais. Paralelamente, uma
biblioteca metagendmica gerada a partir de DNA recuperado de reservatérios de
petréleo biodegradado foi triada para genes que apresentassem atividade lipolitica.
Entretanto, uma glicosiltransferase foi identificada e clonada. As glicosiltransferases séo
enzimas que catalisam a transferéncia de um grupamento de agucar a partir de
moléculas doadoras para moléculas aceptoras especificas e assim formam pontes
glicosidicas. Essas enzimas estdo envolvidas em varias fungdes biolégicas, como a

sintese de muitos glicoconjugados de superficie celular.
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1.2 Epoxido Hidrolases

1.2.1 Epoxidos

Um grupo importante de moléculas quirais sao os epdxidos. Epoxidos sao éteres
ciclicos de trés membros formados pela oxidagdo das olefinas. Eles sao reagentes Uteis
em quimica organica e blocos de construgdo versateis para a sintese de produtos
naturais, por exemplo [14, 15].

Por causa de suas ligagdes carbono-oxigénio altamente polarizadas e um anel
oxirano, epdxidos sao nucledfilos muito reativos. Epdxidos reativos sao relatados por
apresentarem efeito mutagénico, cancerigeno e téxico apds reagbes com alvos
bioldgicos criticos como DNA e proteinas [14]. Epdxidos produzidos a partir de olefinas
endégenas sao encontrados em todos os organismos vivos e dentre os epdxidos
naturais podemos citar: 1,2 limonene epéxido, 5,6 colesterol epdxido, hormdnio juvenil
Il de insetos, 14,15 Aacido eicosatriendico epoxido, hepoxilina A3, 16(17) &xido
androsteno e leucotrieno A4 [14]. Entretanto, esses epdxidos naturais sé@o relativamente
estaveis em condigdes fisiolégicas, e, portanto, ndo apresentam perigo para as células
e organismos, mesmo assim eles tém de serem transformados de maneira controlada
[16, 17]. Para a maioria dos ep6xidos naturais a adigéo catalitica de dgua para produzir
1,2 diol é a principal via de metabolismo in vivo. Essa reagédo é catalisada pela enzima

epoxido hidrolase (E.C. 3.3.2.3) [18, 19].



Introducéo

1.2.2. A importancia das Epoxido Hidrolases

As epdxido hidrolases (E.C. 3.3.2.3) (EHs) catalisam a adi¢do de uma molécula
de agua ao anel oxirano para formar o correspondente diol [15, 19]. S&o enzimas
independentes de cofatores, estaveis, versateis com um amplo potencial em aplicagbes
industriais [12]. As EHs sdo enzimas presentes em todos os seres vivos, de bactérias a
mamiferos [20] e tém sido exploradas em sinteses organicas e na aplicacao em larga
escala [21].

A atividade de epdxido hidrolase foi primeiro identificada em 1970 [22], e
purificada do figado de rato em 1975 [23, 24] e de figado humano em 1979 [25, 26].

Em geral as EHs tém trés fungbes basicas: o catabolismo, a desintoxicacao e a
regulagdo de moléculas sinalizadoras [14].

O mecanismo de acao de uma epdxido hidrolase na hidrélise catalitica ocorre da
seguinte forma: o epdxido é aberto pela primeira vez por um ataque nucleofilico por um
residuo de aspartato da enzima, o que leva a formagao de uma alquila intermediéria.
Posteriormente este intermediario sofre hidrélise provocada por uma molécula de 4gua
que ¢é ativada pelo sistema de substituicdo de cargas do biocatalisador, com liberagéo

concomitante do 1,2-diol correspondente [27, 28].



Introducéo

Tw@\iA Tyr 251 Tyr314 Tyr 261 Tyr 2581
7 —
g \ / /,:, R\ P / / (
¢ D 4 ( N / N/
= y / — \ / \
” o - \ )
O=H HO 3, i oH
‘o : OH
0 Nucleophilic attack ¢ O-/\\’:‘ Hydralysis HO T
_{“%R R —_— ® =
00 kO,H OTO
H Asp 192 '!‘
Asp 192 ? : Asp 182
H, 3
i —_— I“f— N=
?‘ ,:\ H 'f’ r\NH / \NH
I NH, - = S O
N o e ) ‘\’/ 5. o
7 ©. 0 8.0 /

/ 374 Hig
N, :
374 His Asp 348 374 His Asp 348 Asp 348

Figura 1. Mecanismo de reagao das epoxido hidrolase.

Epbxidos e didis quirais podem ser usados como intermediarios sintéticos
produzidos por EHs que catalisam a resolugao cinética de epdxidos racémicos [29]. Em
uma resolugao cinética, o epdxido quiral pode ser obtido com até 50% de rendimento
tedrico, uma vez que o enantidmero preferido da mistura racémica é hidrolisado em diol
pela EH e, em seguida, removido [26]. Didis quirais também sdo materiais sintéticos de
partida para sintese de produtos farmacéuticos [26]. Esses didis quirais podem ser
preparados a partir de epdxidos racémicos usando uma EH que catalisa um processo
enantioconvergente com rendimentos superiores a 50% [29, 30]. Processo
enantioconvergente é um procedimento de hidrolise desracemizante onde ambos os
enantibmeros do epo6xido racémico devem proceder de formas enantio- e regio-
complementares para gerar um Unico produto, o diol enantiomérico [31, 32]. Dois tipos
de EHs sdo muito Uteis em sintese organica: (i) EH enantiosseletiva que gera epdxidos
enantiopuros, que sdo valiosos blocos de construgdo quirais para a sintese de varios

compostos biologicamente ativos [33]; (i) EH enantioconvergente que permite a
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formagéo de didis vicinais enantiopuros; os quais sado sintéticos quirais uteis e podem
ainda serem transformados para o epoxido correspondente sem nenhuma redugao na
pureza enantiomérica [34, 35]. Considerando que a EH enantiosseletiva é aplicada em
hidrolise de resolugdo cinética com um rendimento limitado a 50%, uma EH
enantioconvergente teoricamente tem 100% de rendimento do diol enantiopuro em um
tipo de reagdo indicada como desracemizagdo [30]. Em contraste as EH
enantiosseletivas, as EH enantioconvergentes sdo menos frequentes, a principal razao
é a exigéncia de uma interagao requintada de dois parametros de reagéo: o coeficiente
de regiosseletividade as e ag, que determina a pureza enantiomérica do diol produzido
e, assim, o grau de enantioconvergéncia. Entranto, EH naturalmente
enantioconvergente so raras, havendo poucos relatos na literatura [36-39].

Com excecao do limoneno 1,2-ep6xido hidrolase, todas as EH conhecidas séo
da superfamilia das a/f hidrolases, consistindo de um dominio central e um dominio
externo (“cap”) [40]. O dominio central, também conhecido como dominio de
dobramento das o/ hidrolases, € composto de uma folha beta central envolta com
alternancia de alfa hélices em ambos os lados. O dominio externo tem 5-6 alfa hélices
posicionadas sobre o dominio central. A ancora de ligagcao do substrato esté localizada
no “loop” N e C - terminal conectando o dominio central e o e o externo (figura 2) [40]. A
triade catalitica é formada pelos residuos de aminoacidos Asp-His-Asp/Glu. O
dobramento das a/f hidrolases é encontrado em outras importantes hidrolases como:

lipases, acetilcolinesterases, caboxipeptidades, halopeptidases, entre outras [40].
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Figura 2. Esquema da estrutura secundaria de uma EH.

A importancia das epo6xido hidrolases tem incentivado a procura por enzimas
inéditas e também a busca de novas caracteristicas através de mutagdes sitio dirigidas.
Como exemplo, EH de Aspergillus que resultou em registro de patentes descrevendo a
prepacao de didis monoméricos ou poliméricos, utilizados como lubrificates aditivos

anticorrosivos ou agentes quelantes [41].
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1.3 Glicosiltransferases

1.3.1 Papel Biologico dos Polissacarideos

Os oligossacarideos (glicanos) sdo um dos mais abundantes grupos de
produtos naturais e desempenham um papel fundamental em muitos processos
biolégicos importantes, sendo comumente encontrados na natureza como
glicoconjugados (glicoproteinas ou glicolipideos) [42]. Apenas recentemente tem sido
reconhecido que os carboidratos tém papel crucial na sinalizagao e transferéncia de
informagé@o em sistemas bioldgicos [43]. Os grupamentos de agucar de glicoproteinas e
glicolipideos em humanos consistem em uma ou mais cadeias de carboidratos
compostas de D-glicose, D-galactose, D-manose, L-fucose, N-acetil-D-glucosamina, e
acido N-acetilneuraminico [44]. Em plantas, muitos componentes naturais como:
saponinas, flavonoides e alcaldides contem aglUcares como elementos estruturais
importantes, dentre os quais os mais frequentes sédo a D-glicose, D-galactose, L-fucose,
L-rhamnose e D-xilose [45]. Os microrganismos também produzem carboidratos de
funcdo biolégica especifica como araciamicina, granaticina, landomicina A,
saquaiamicina Z, simociclinona, e urdamicina A, entretanto, esses agucares sao na
maioria desoxigenados como a D-olivose, L-rodinose, L-micarose e L-digitoxose. A
maioria desses acgucares pertence a familia das 6-desoxihexoses, as quais formam
parte de um grande numero de produtos naturais que tem propriedades farmacoldgicas
[46], sendo a maioria com atividade antibidtica [47]. As enzimas encarregadas da

transferéncia desses agucares sao as glicosiltransferases [48].
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1.3.2 Mecanismo e Diversidade das Glicosiltransferases

Glicosiltransferases (GTs) sado enzimas que catalisam a transferéncia de um
grupamento de aglcar a partir de moléculas doadoras para moléculas aceptoras
especificas e assim formam pontes glicosidicas [48]. Essas enzimas s@o responsaveis
in vivo pela sintese de muitos glicoconjugados de superficie celular [42, 49]. O substrato
aceptor de uma glicosiltransferase pode ser tao simples quanto a um monossacarideo
homoélogo ao doador, ou tdo complexo como um componente de um
heteropolissacarideo (oligossacarideo, proteina, acido nucleico ou lipideo), contendo
centenas de pontes glicosidicas [42].

Glicosiltransferases representam um dos mais diversos grupos de enzimas em
sistemas biolégicos e sua classificacdo fornece informagdes na sua divergéncia
evolutiva [50]. Inicialmente foi proposta a classificagdo das GTs de acordo com seu
mecanismo de acgdo, com base nisso, todas as GTs podem ser agrupadas como
aquelas que fazem “inversdao” ou “retengdo” da configuragcdo anomérica [51]. GTs
também podem ser classificadas baseadas em diferengas no doador glicosil envolvidos
na reagao [52]. Assim, elas podem tanto pertencer a via de Leloir, em homenagem a
Louis Leloir, laureado com o prémio Nobel de Quimica em 1970 apés a descoberta da
UDP D-glicose e biossintese glicosidica, ou a via nao-Leloir [53]. O primeiro exemplo
(via de Leloir) compreende aproximadamente 65% de todas as GTs conhecidas, onde
doadores podem ser ativados pela adicao de um mono- ou difosfo-nucleotideo. A via de
nao-Leloir, as GTs utilizam doadores nao ativados [53].

As GTs sao do ponto de vista funcional, o mais diverso grupo de enzimas em

sistemas bioldgicos [54]. Biopolimeros como os oligossacarideos, proteinas, lipideos, e
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acidos nucleicos, os quais sdo 0s mais numerosos produtos naturais, sao de alguma
forma modificados por glicosiltransferases, com os mais variados efeitos [55]. Até o
momento as GTs estdo agrupadas em 92 familias com mais de 50.000 ORFs (open
reading frame) provenientes de plantas, mamiferos, fungos e bactérias, e estdo todas
organizadas no banco de dados Carbohydrate Active Enzymes (CAZy)

(http://www.cazy.org/) [56, 57].

Devido a diversidade estrutural e funcional dos produtos de reagbes das GTs
juntamente com as relagdes evolutivas distantes entre elas, € comum que as GTs
apresentem baixa homologia de sequencia [55]. A maioria delas pertence a duas
superfamilias estruturais. As superfamilias sdo chamadas GT-A e GT-B, cada uma
consistindo de dois dominios [55]. As GT-A possui dois dominios diferentes: o dominio
N-terminal ou dominio de ligagdo ao NDP-agucar, que possuem um dominio
conservado DXD ou EXD (Asp-X-Asp ou Glu-X-Asp) flaqueado por residuos nao
polares [58]. Esse dominio contem vérias folhas B, sendo cada uma delas flanqueadas
por a-hélices (Rossmann fold), o qual reconhece o nucleotideo doador. O dominio C-
terminal consiste em grande parte de folhas f mistas contendo o sitio de ligagdo do
aceptor [59]. Todas as GT-A caracterizadas até o momento, como as a-
manosiltransferases e galactosiltransferases, requerem a presenca de um ion metal,
preferencialmente Mg®* e Mn®* como cofator [42]. A grande maioria das Leloir GT-A
residem no aparato de golgi e reticulo endoplasmatico de mamiferos, bem como em
muitas bactérias [53].

GT-B contem dois dominios tipo Rossmann fold. O dominio N-terminal tem um
sitio de ligagao para o aceptor, enquanto o dominio C-terminal é responsavel pela

ligagdo do agucar doador [55]. Em ambos os tipos de dobramento, os dominios sao
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conectados através de uma regido ligante e o sitio ativo que esta localizado entre os
dois dominios, essas nao requerem ion metal como cofator [53]. A superfamilia GT-B é
bastante diversa e inclui a maioria das enzimas procaridticas responsaveis por glicosilar
metabolitos secundérios, tais como a biossintese da parede celular [60]. GT-B também
sdo encontradas em um grande numero de insetos e de plantas [58]. Uma terceira
familia de GTs, nomeada de GT-C, foi recentemente predita com base em pesquisa de
sequencia, usando programas como o Blast [61]. A arquitetura predita da estrutura GT-
C é de uma grande e hidrofébica proteina de membrana localizada no reticulo
endoplasmatico ou membrana plasmatica, possuindo entre 8 e 13 hélices
transmembrana e um sitio ativo localizado em uma regiao com um longo “loop” [57] .
Recentemente a primeira estrutura tridimensional de uma GT-C foi determinada,
entretanto, somente o dominio C-terminal soluvel de oligossacariltransferase da
arqueobactéria hipertermofilica Pyrococcus furiosius foi resolvida [62]. Infelizmente,
essa porgao da estrutura da enzima nao agrega valores para a classificagao das GT-C,
pois apenas revela a porgdo da proteina da regiao transmembrana, que nao inclui a

regiao do “loop” predito para conter o sitio ativo.
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1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivos Gerais

e Caracterizagao bioquimica de enzimas de relevancia biotecnoldgica, em
particular de uma epo6xido hidrolase do fungo Aspergillus brasiliensis
CCT1435 e lipases/esterases provenientes de material metagendmico de

amostras de petréleo biodegradado.

1.4.2. Objetivos Especificos

e Clonagem e expressdao da epoxido hidrolase do fungo Aspergillus

brasiliensis (CCT1435);

e Clonagem e expressao de ORFs triadas para atividade lipolitica a partir de
biblioteca metagendmica de microbiota originada de reservatorios

biodegradados de petréleo (Bacia Potiguar — CE);

e Purificacdo e andlise funcional/estrutural das enzimas recombinantes

expressas/purificadas.
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A novel epoxide hydrolase from Aspergillus brasiliensis CCT1435 (AbEH) was cloned and overexpressed in
Escherichia coli cells with a 6xHis-tag and purified by nickel affinity chromatography. Gel filtration anal-
ysis and circular dichroism measurements indicated that this novel AbEH is a homodimer in aqueous
solution and contains the typical secondary structure of an «/p hydrolase fold. The activity of AbEH
was initially assessed using the fluorogenic probe O-(3,4-epoxybutyl) umbelliferone and was active in
a broad range of pH (6-9) and temperature (25-45 °C); showing optimum performance at pH 6.0 and
30 °C. The Michaelis constant (Ky) and maximum rate (Vg ) values were 495 pM and 0.24 pM/s, respec-
tively. Racemic styrene oxide (SO) was used as a substrate to assess the AbEH activity and enantioselec-
tivity, and 66% of the SO was hydrolyzed after only 5 min of reaction, with the remaining (S5)-SO ee
exceeding 99% in a typical kinetic resolution behavior. The AbEH-catalyzed hydrolysis of SO was also
evaluated in a biphasic system of water:isooctane; (R)-diol in 84% ee and unreacted (5)-50 in 36% ee were
produced, with 43% conversion in 24 h, indicating a discrete enantioconvergent behavior for AbEH. This
novel epoxide hydrolase has biotechnological potential for the preparation of enantiopure epoxides or

vicinal diols.

@ 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Epoxide hydrolases (EHs)' catalyze the hydrolytic ring opening
of racemic epoxides to yield enantiopure epoxides and vicinal diols
[1.2]. EHs are enzymes that do not utilize cofactors and are ubiqui-
tously found in all living organisms. Several EH genes have been se-
quenced and described (more than 100 EH genes), including EHs
from Aspergillus niger [3], Solanum tuberosum [4], humans [5], and
Agrobacterium radiobacter |6}, providing useful information that as-
sists and encourages further research.

EHs (EH; EC.3.3.2.3) belong to the o/f hydrolase fold family
[7,8] and have a structurally conserved catalytic triad (Asp-His-
Asp/Glu) exhibiting similar epoxide-opening biocatalytic mecha-
nisms [2,3,6,9,10].

Epoxides and vicinal diols are valuable chiral intermediates for
the preparation of biologically active molecules, such as agrochem-
icals, drugs, and other pharmaceutical compounds [11,12]. There-
fore, the stereoselective syntheses of epoxides and vicinal diols

* Corresponding author. Address: Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CBMEG), Universidade Estadual de Campinas, CP 6010, 13083-875
Campinas, S3o Paulo, Brazil. Fax: +55 19 3521 1089.

E-mail address: anete@unicamp.br (A.P. Souza).

! Abbreviation used: EHs, epoxide hydrolases.

1046-5928/$ - see front matter @ 2013 Elsevier Inc. All rights reserved,
http://dx.doi.org/10.1016(j.pep2013.08.001

are of commercial interest. Chiral epoxides and vicinal diols can
be prepared by several chemical procedures (most of which are
based on transition-metal catalysis); however, these processes
have several limitations, including low substrate-to-catalyst ratios,
low efficiency, and waste generation [13,14]. Indeed, such environ-
mental issues are important to the fine chemical industry, which is
facing severe regulatory constraints, and these facts have encour-
aged the search for mild and cleaner synthetic processes, such as
the application of epoxide hydrolase, to produce chiral epoxides
and vicinal diols [13,14].

Due to the potential application of EHs, it is important to search
for novel enzymes in addition to the application of protein engi-
neering to improve the performance of existing EHs. Thus, micro-
bial EHs have attracted great interest due to their easy
manipulation and numerous potential applications in the asym-
metric hydrolysis of epoxides on a preparative scale [15,16].

The present work addresses a full-length epoxide hydrolase-
encoding EH ¢DNA from Aspergillus brasiliensis CCT1435. The cDNA
encoding the EH was cloned into the pET28a vector and heterolo-
gously overexpressed in E. coli BL21(DE3) Rosetta cells. The cata-
lytic performance of this new EH, named AbEH, was further
characterized using a fluorogenic probe and styrene oxide (SO) as
a substrate.
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Materials and methods
Materials

The E. coli DH10B strain was used as the host strain, whereas
E. coli BL21(DE3) Rosetta (Novagen, USA) was used for heterolo-
gous protein expression. The oligonucleotide primers were synthe-
sized at Sinapse Technologies (Brazil). The pET28a(+) expression
vector was obtained from Novagen (USA), and the Ndel and Xhol
restriction enzymes were purchased from Fermentas (USA). The
protease inhibitor phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), p-
mercaptoethanol, Tween-20, and lysozyme were obtained from
Sigma Chemical (USA). The Ni-NTA affinity resin was obtained
from Qiagen (Germany). The molecular mass standard (low molec-
ular weight (LMW) and high molecular weight (HMW)) for the gel
filtration calibration kit and Superdex 200 10/300 GL chromatogra-
phy column were purchased from GE Healthcare (Sweden). The to-
tal protein concentration was determined using a micro BCA™
protein assay kit (Thermo Scientific, USA). Fluorogenic probe 1
and product 2 were readily synthesized by our group [17]. Racemic
SO (4) and enantiopure (R)- and (S)-SO were purchased from Sigma
Aldrich.

Blast search and sequence analysis of Aspergillus epoxide hydrolases

The EH sequences of Aspergillus were used to search the micro-
bial database at NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). The DNA se-
quence of the A. niger LCP521 epoxide hydrolase (AnEH LCP531),
which has previously been described (PDB IN: 1Q07_A), was used
as the model for the analysis of other homologs. Based on these
data, primers were screened and used to amplify the complete
EH gene from A. brasiliensis (AbEH CCT1435).

Alignment of AbEH CCT1435 with AnEH LCP521

The amino acid sequence of epoxide hydrolase from A. niger
LCP521 (GenBank accession number: AJ238460) was obtained
from the NCBI databank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). The AbEH
CCT1435 sequence presented in this work was aligned with the
AnEH LCP521 sequence using ClustalW software (http://www.e-
bi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/); the editing of the alignment was
performed using GENEDOC software [18].

Isolation of nucleic acids from A. brasiliensis

A. brasiliensis (strain CCT1435), deposited at the Colecdo de
Culturas Tropical Funda¢io André Tosello-Brazil, was grown in
malt extract medium (ME) at a concentration of 20 g/L of culture.
The culture medium (300 mL) at 28 °C was inoculated with A. bra-
siliensis spores and incubated for 72 h in a shaking flask. The myce-
lium was harvested by filtration through Miracloth (Millipore,
Germany) and stored at —80 °C. RNA isolation was performed as
described by Jones [19]. The EH-cDNA was synthesized using the
SuperScript II kit (Invitrogen, USA) according to the manufacturer’s
instructions.

¢DNA amplification and cloning

The EH cDNA of A. brasiliensis was amplified by polymerase
chain reaction (PCR). The forward and reverse AbEH primers (for-
ward, 5'-ATACATATGATGTCTGCTCCGTTCGGC-3', and reverse, 5'-
ATACTCGAGCTACTTCTGCCACACCTGCTC-3') contained Ndel and
Xhol restriction sites (underlined), respectively. The PCR amplifica-
tion product and pET28a(+) plasmid (Novagen, USA) were both di-
gested with Ndel and Xhol and ligated using T4 DNA ligase

(Invitrogen, USA). The constructed plasmid was transformed by
electroporation into E. coli BL21(DE3) Rosetta cells, and the in-
serted sequences were confirmed by DNA sequencing.

Heterologous overexpression of AbEH in E. coli

ADbEH was overexpressed in the E. coli BL21(DE3) Rosetta strain.
The cells were grown at 37 °C and 300 rpm in 1 L of LB broth con-
taining kanamycin (30 pg/mL) and chloramphenicol (34 pg/mL).
When the cells reached an optical density at 600 nm (ODggo) of
0.6-0.8, IPTG (isopropy! p-p-1-thiogalactopyranoside) was added
to a final concentration of 0.4 mM to initiate the overexpression
of the EH protein. The cells were then incubated at 25°C and
200rpm for 16h. The cells were harvested by centrifugation
(3000g for 10 min at 4 °C). The cell pellets were resuspended in
50 mL of buffer A (50 mM phosphate buffer, pH 7.2) supplemented
with 0.2% Tween-20, 12 mM B-mercaptoethanol, 1 mg/mL lyso-
zyme, and 1 mM PMSF and subsequently incubated on ice for
30 min. The cells were disrupted by sonication (Ultrasonic Homog-
enizer 4710; the output control was set to six, and the duty cycle
was set to 70%), and the soluble fraction was collected by centrifu-
gation (27,000g for 50 min at 4 °C). The soluble fraction was loaded
to an Ni-NTA chromatography column (Qiagen, Germany) equili-
brated with buffer B (50 mM phosphate buffer and 250 mM Nacl,
pH 7.2). The EH protein was purified with an imidazole gradient
(20, 50, 75, 250, and 500 mM). The purified EH protein was eluted
with five column volumes of buffer B containing 250 mM imidaz-
ole and then dialyzed against buffer C (50 mM phosphate buffer,
1 mM dithiothreitol (DTT), and 0.2% Tween-20, pH 7.2). The purity
of the protein was determined by SDS-PAGE under denaturing
conditions, as described by Laemmli [20]. The protein concentra-
tion was measured with a micro BCA™ protein assay kit using bo-
vine serum albumin as the standard.

Analytical size-exclusion chromatography

The molecular mass of the purified AbEHys 2y Was determined
under native conditions by size-exclusion chromatography using a
Superdex 200 10/300 GL column. The column was equilibrated
with buffer B. The protein samples (250 uL) were injected at a flow
rate of 0.5 mL/min. HMW and LMW gel-filtration calibration kits
(GE Healthcare) were used as the calibration standards. Ferritin
(440 kDa), aldolase (158 kDa), conalbumin (75 kDa), ovalbumin
(43 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), ribonuclease A (13.7 kDa),
aprotinin (6.5 kDa), and blue dextran 2000 (2000 kDa) were used
as the standards.

Circular dichroism measurements

The circular dichroism (CD) spectra of the purified AbEHuis. e
protein were obtained using a Jasco J-810 spectropolarimeter dich-
rograph (Japan Spectroscopic, Tokyo, Japan). The far-UV CD spectra
were generated at 25 °C using 6 uM of AbEH protein under two
conditions: 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.2) and 10 mM
sodium phosphate buffer plus 1 mM of TCEP (tris(2-carboxy-
ethyl)phosphine) as a reducing agent. The assays were performed
using a quartz cuvette with a path length of 2 mm. Ten accumula-
tions within the 270- to 190-nm range at a rate of 50 nm/min were
recorded. The deconvolution and statistical analyses of the (D
spectra were performed using the DichroWeb server [21,22].

EH fluorescence-based assay
The substrate O-(3,4-epoxybutyl )Jumbelliferone (1) was used as

a fluorogenic probe for the detection of AbEH hydrolytic activity.
The assays were performed in flat-bottom polypropylene 96-well
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microtiter plates and incubated at 30 °C in a plate reader spectro-
photometer (FlashScan 530, Analytik Jena, Germany). The fluores-
cence intensities were measured every 5 min for 90 min using
390 and 460nm as the excitation and emission wavelengths,
respectively. The enzymatic reaction conversions (in percentages)
were obtained by comparing the fluorescence intensities of the
enzymatic assays with the positive (100% conversion) and negative
(0% conversion) controls according to the following equation:

Conversion (%) = {W}IOO

where FI(A), FI(NC), and FI(PC) are the fluorescence intensities of
the enzymatic assay, negative control, and positive control,
respectively.

The reaction conditions were as follows:

o Enzymatic assay: 1 (5puL of a 2mM solution in acetoni-
trile:water [1:1]), NalOy4 (5 pL of a 2 mM solution in deionized
water), BSA (40 pL of a 5 mg/mL solution in buffer D [50 mM
sodium phosphate, 1mM DTT, pH 7.2, and 0.1% Tween-20]),
and AbEH (5 pL of a 1 mg/mL solution in buffer D with 1 mM
DTT).

« Positive control: 2 (5 puL of a 2 mM solution in acetonitrile: water
[1:1]), NalOy4 (5 pL of a 2 mM solution in deionized water), BSA
(40 pL of a 5 mg/mL solution in buffer D), and AbEH (5 puL of a
1 mg/mL solution in buffer D with 1 mM DTT).

« Negative control: 1 (5uL of a 2mM solution in acetoni-
trile:water [1:1]), NalOy4 (5 pL of a 2 mM solution in deionized
water), and BSA (40 pL of a 5 mg/mL solution in buffer D).

pH, temperature, and Tween-20 concentration dependence of EH
activity

The effects of pH, temperature, and Tween-20 concentration on
EH activity were determined using the fluorogenic assay described
above by varying the pH from 4 to 10 (pH 4-5, acetate buffer; pH
6-8, sodium phosphate buffer; pH 9-10, glycine-NaOH buffer;
each at 50mM and 0.1% Tween-20), temperature from 25 to
45 °C, and Tween-20 concentration from 0.1% to 5%.

Kinetic parameters

The enzyme kinetic parameters were also determined using the
above fluorogenic assays by varying the substrate (1) concentra-
tion from 10 to 1500 pM and reaction time from 0 to 90 min.
The apparent kinetic parameters, Michaelis constant (Kj;) and
maximum rate (V,,,), were estimated from the initial reaction
rates at each substrate concentration and the subsequent non-lin-
ear regression of the Michaelis-Menten equation using Origin
(OriginLab, Northampton, MA). The catalytic constants, turnover
number (Kcae = Vinax/| E]) and specificity constant (&= ke /Kn), were
calculated taking 0.22 uM as the enzyme concentration.

ADbEH hydrolysis of styrene oxide

Hydrolysis of racemic SO (R/S-SO, 4) by AbEH was assayed by
monitoring the epoxide consumption and diol formation. The
enzymatic reaction conditions were as follows. AbEH (2 mL of a
1 mg/mL solution in buffer D with 1 mM DTT) was added to buffer
E (7.5 mL of sodium phosphate buffer at 50 mM [pH 6.0] and 0.1%
Tween-20), and the mixture was preincubated at 30 °C for 5 min.
SO (0.5 mL of a 160 mM solution in DMSO) was added to obtain
a final concentration of 8 mM in a total reaction volume of
10 mL. During the incubation, samples were periodically collected
(every 5 min for 40 min), saturated with NaCl, and extracted with
ethyl acetate (1 x 1mL), adding benzophenone as an internal

standard at a final concentration of 0.05 mg/mL. All samples were
analyzed by GC-MS and chiral GC-FID to evaluate the conversions
and enantiomeric excesses, respectively.

The SO conversion (%) into diol was calculated by comparing the
peak areas of reagents, products, and benzophenone in the chro-
matogram considering the calibration curves. SO spontaneous
hydrolysis under the reaction conditions was evaluated in the ab-
sence of EH.

The enantiomeric ratio of (R/S)-SO hydrolysis by AbEH was cal-
culated based on the enantiomeric excess (ee) of the remaining
epoxide and the conversion of racemic SO according to Sih's equa-
tion [23], as follows:

Ee In[(1 - C)(1 —ee)]

~In[(1 - C)(1 +ee)]

where ¢ = (A + B)/(Ag + Bp), A and B are the concentration of fast- and
slow-reacting enantiomers, and A, and By are the initial
concentrations.

The reaction enantioselectivity was further evaluated using the
same reaction conditions described above with enantiomeric pure
SO (R-SO or 5-SO). In this case, the enantiomeric ratio (E) was esti-
mated based on the initial reaction rate of each SO enantiomer
according to the equation:

vg(fast enantiomer)
~ vo(slow enantiomer)

ABEH hydrolysis of styrene oxide in liquid-liquid biphasic systems

Reactions in liquid-liquid biphasic systems were performed in
closed vials (10 mL) containing buffer D (0.5 mL, 50 mM sodium
phosphate buffer [pH 7.2] and 0.1% Tween-20), AbEH (0.5 mL of a
1 mg/mL solution in buffer D), a water-immiscible organic solvent
(3 mL), and (R/S)-SO (10 L, final concentration of 22 mM). The
reaction mixtures were incubated at 30°C, with stirring
(200 rpm), for 24 h.

The best organic solvent among heptane, iso-octane, toluene,
ethyl acetate, and iso-amyl alcohol was selected.

The remaining epoxide in the organic phase of the reaction was
analyzed by GC-MS. The diol was recovered from the aqueous
phase by saturation with Nadl, followed by extraction with ethyl
acetate (2 x 1 mL) by mixing in a vortex and centrifugation at
2000 rpm for 5 min, The organic layers were combined, dried over
anhydrous MgSO,, and filtered for further GC-MS and GC-FID
analyses.

Control experiments without AbEH were performed in tandem
with the enzymatic reactions to monitor the spontaneous hydroly-
sis of (R/S)-SO. The conversions (%), enantiomeric excesses, and
enantiomeric ratios were assessed as previously described.

Chromatographic analyses

The enzymatic reaction conversions were monitored by GC-MS
using an Agilent 7890 gas chromatograph coupled to a Hewlett
Packard 5975C-MSD (70 eV) spectrometer equipped with a fused
silica capillary column (HP-5MS, 30m x 0.25 mm id. x 0.25 pm
film thickness). The GC-MS analyses were conducted using a he-
lium flow of 1 mL/min, the splitless mode, and the following tem-
perature program: initial temperature of 80 °C (3 min) increasing
to 200 °C at 10°C/min and to 300°C at 20 °C/ min, holding for
5 min.

The enantiomeric discriminations were performed using an Agi-
lent 6850 gas chromatograph coupled to a flame ionization detec-
tor (GC-FID) using a Chirasil-Dex CB p-cyclodextrin chiral column
(Chrompack, 25 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 pm film thickness). The
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GC-FID analyses were conducted using 1 mL/min H; flow, the split
mode (10:1), and the following temperature program: initial tem-
perature of 50 °C increasing to 100 °C at 10 °C/min and to 180°C at
5 °C/min, holding for 5 min.

Results and discussion
Blast search and EH identification

Progress in the area of bioinformatics and cloning techniques
plays an important role in the identification of novel EHs and other
enzymes from metagenomic and genomic databases [5.,11,24].
Thus, nucleotide sequence of AnEH LCP521 and other EHs depos-
ited in NCBI GenBank were used as templates for the screening
of primers. Although most of the known EHs have low sequence
identity with each other, the EHs from the genus Aspergillus have
high identity (45-99%), which allows for the design and screening
of primers for gene amplification and characterization. After the
amplification of the EH cDNA by PCR, the gene was cloned and se-
quenced and the identity of the gene was confirmed by sequencing
(data not shown).

Alignment of AbEH with A. niger LCP 521 EH

The alignment of the amino acid sequence of A. brasiliensis EH
strain CCT1453 with that of A niger EH strain LCP521 indicated a
high degree of conservation, with 89% identity. The alignment of
the EH sequence cloned in this study with those of other strains
deposited in the NCBI GenBank database revealed the presence of
the conserved motifs that are characteristic of these enzymes (data
not shown) [3,8]. A catalytic triad, Asp124-Asp260-His289, found
in the EH from A. niger LCP 521 [2,3] was also present at the same
positions in EH from A. brasiliensis CCT1435 (Fig. 1). The two active-
site tyrosines (Tyr251 and Tyr314) that function as proton donors
to the epoxide ring oxygen and aid in the ring-opening reaction are
also present in AbEH [6].

Despite the high identity between these sequences, the EH
enzymatic enantio- and regioselectivity can change, as recently de-
scribed for the mutations of one or few amino acids and thereby
motivating the present study [2,25,26].

Expression and purification of recombinant AbEHgps1qe in E. coli

The full-length AbEH ¢cDNA was cloned into the pET28a(+) vec-
tor and expressed in E. coli BL21(DE3) Rosetta cells. High levels of
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Fig. 2. Circular dichroism curve obtained for the purified AbEHgis 1o protein in
10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.2). SDS-PAGE (12%) results: M, Fermentas
unstained protein molecular weight marker; 1, insoluble fraction; 2, soluble
fraction; 3, flow-through; 4-8: elution steps with 20, 50, 75, 250 and 500 mM
imidazole respectively. Predicted weight of AbEHgu;s ag protein = 44 kDa.

expression were reached after the cells were incubated in the pres-
ence of 0.4 mM IPTG at 25 °C and 200 rpm for 16 h. The purification
of the recombinant AbEH was performed by nickel affinity chroma-
tography according to the described methodology. The elution gra-
dient (20-500 mM imidazole) resulted in the optimal elution of
AbEH from the resin in a buffer with 250 mM imidazole. The
SDS-PAGE analyses indicated a single protein band of approxi-
mately 44 kDa (Fig. 2). Recombinant AbEHg; . Was obtained at
a satisfactory purity level and concentration (0.8 mg/mL). Analysis
by mass spectrometry confirmed the identity of the recombinant
protein (data not shown).

Preliminary structural characterization of AbEH

The secondary structure of purified AbEH was assessed by CD
measurements, and a typical signal of a protein composed of o
helices and p sheets was obtained (Fig. 2). This analysis indicated
that the enzyme has a secondary structure that is consistent with
that predicted for proteins with an «/B hydrolase fold [3,8].

The CD analysis of the purified protein was performed under
oxidizing and reducing conditions. The reducing agent TCEP was

80
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Fig. 1. Clustalw alignment of the amino acid sequences of EHs from Aspergillus brasiliensis CCT1435 and Aspergillus niger LCP 521 (PDB 1D: 1QO7_A). The regions that are
conserved in the two sequences (black) are highlighted. A high similarity between the two sequences can be observed (89% identity). The catalytic triad formed by Asp192-
His374-Asp348 is highlighted in red in both sequences. The Tyr251 and Tyr3 14 residues, which act as proton donors for the epoxide ring oxygen, are highlighted in yellow.
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Fig. 3. Size exclusion chromatography calibration curve for AbEHguise. The
estimated molecular mass of AbEHgyjs.q is indicated in the trend line as a red
square. Estimated molecular weight of the AbEHgpc.; dimer = 79 kDa. Monomer
molecular weight = 44 kDa. Expected dimer molecular weight = 88 kDa.

used at a final concentration of 1 mM. However, no differences in
the secondary structure were observed (data not shown). The
oxy-red protein was examined because we observed that AbEH
exhibits a low catalytic performance when its cysteines are oxi-
dized (data not shown). Indeed, certain proteins tend to aggregate
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under oxidizing conditions, and the EH studied exhibited a low
activity under these conditions [27].

The oligomeric state of the purified AbEH was examined by ana-
Iytical gel filtration, which indicated that the protein is a homodi-
mer in solution. The predicted molecular weight of the
recombinant protein is 44 kDa, and we obtained an elution peak
corresponding to a protein with an apparent molecular weight of
79 kDa, which is close to the expected molecular weight of the di-
mer (Fig. 3). These data agree with the data obtained for the EH of
A niger reported by Zou et al. [3].

Characterization of EH activity

The activity of AbEH was assessed with the fluorogenic probe 0-
(3,4-epoxybutyl)umbelliferone (1, Fig. 4a), which involves a cas-
cade of chemo-enzymatic reactions in which diol 2, formed by
the EH hydrolysis of epoxide 1, releases the umbelliferyl anion
(3)inthe presence of NalO,4 and BSA, producing a fluorescent signal
that is measured at 460 nm after excitation at 390 nm [28].

Under the initial conditions applied (pH 7.2, 30°C, and 0.1%
Tween-20), compound 1 was 90% hydrolyzed by AbEH in 30 min
(Fig. 4b). This observation indicated that AbEH has a specific activ-
ity of 0.17U mg ', where 1U is defined as the amount of enzyme
that catalyzes the conversion of 1 pmol of 1 per minute, at the ap-
plied reaction conditions. The determined AbEH specific activity is
approximately five times greater than that of an EH from A. niger
evaluated by Reymond and co-workers using the same fluorogenic
probe [28].
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Fig. 4. (a) Fluorescence-based assay used to detect EH hydrolytic activity. The chemo-enzymatic cascade reaction releases umbelliferyl anion, which could be measured at
Jem =460% 20 nM USINE A = 380 + 20 nm. (b) Time course of AbEH hydrolysis of 1. The initial reaction rate was obtained by non-linear regression of the first-order kinetic
equation based on the product formation: [P] = [P]max[1 - exp{—kt)], where [P] is the product concentration, t is the reaction time, and k is the kinetic constant; thus, the initial
reaction rate was obtained using Vp = [Plmaxk. (¢) pH activity profile of AbEH hydrolysis of probe 1 at different temperatures: 25 °C (M), 30 °C (@), 35 °C (4),40°C (#),45 °C
(% ). The enzymatic activities were determined after 30 min by a pH increase using 1 M buffer at pH 10 and were expressed relative to the greatest activity. (d) Michaelis-
Menten plot of AbEH hydrolysis of 1. The initial reaction rates were obtained by time course plots at different concentrations of 1 (from 10 to 1500 pM).
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Fig. 5. (a) EH-catalyzed hydrolysis of (R/S)-SO. Attack at Cy or Cx of only one enantiomer results in the retention or inversion of the formed diol configuration, respectively.
However, water attack at the C;, of one enantiomer and C, of the other leads to an enantioconvergent process, with the production of an enantioenriched 1,2-diol. (b) Time
course of racemic SO hydrolysis by AbEH. The consumption of racemic SO (4), remaining epoxide ee (M), and formed diol ee (@). (c) Time course of enantiopure (R)-SO (@) and
(S)-SO (m) hydrolysis by AbEH. The initial reaction rates (Vo) were obtained by non-linear regression of the first-order kinetic equation based on substrate consumption:
[5] = [S]p-exp(—kt)], where [S] is the substrate concentration, t is the reaction time, and k is the kinetic constant; thus, Vp = [S]p-k. General reaction conditions: 8 mM of SO, 5%

DMSO, 50 mM phosphate buffer (pH 6.0), and 0.1% Tween-20 at 30°C.

It is well known that the protein ionization state is important
for efficient enzyme catalysis, as is the temperature of an enzy-
matic reaction [29]. Within this context, the AbEH activity depen-
dence on pH and temperature was investigated from pH4.0 to 10.0
and a temperature range from 25 to 45 °C using probe 1 (Fig. 4c).
The best AbEH catalytic performance was achieved at pH 6.0 and
30 °C. AbEH hydrolyzed probe 1 over a wide pH range between
5.0 and 10.0, maintaining at least 40% of its relative activity up
to pH 9.0 at the optimum temperature; however, a pronounced de-
crease in activity was observed below pH 6.0 and above pH 9.0.
AbEH was also active at all of the evaluated temperatures, though
the relative activity did decrease to 11% at 25°C and pH 6.0. This
broad pH and temperature activity is reported among EHs from
Aspergillus genera [30-33] and is a beneficial property for their
chemical application.

The influence of surfactants on enzymatic activity is well known
[34,35]; thus, AbEH activity was measured in the presence of
Tween-20 (from 0.1% to 5.0% v[v). Although increased activity
was observed with the addition of 0.1% of Tween-20, further in-
creases in the Tween-20 concentration did not significantly im-
prove AbEH activity (data not shown).

To further evaluate AbEH, the Michaelis-Menten kinetic param-
eters of 1 hydrolysis were determined. The plot of the initial reac-
tion rates versus substrate concentration indicated a clear plateau
within the investigated range (Fig. 4d). The non-linear regression
fitting of the data to the Michaelis-Menten model produced
Michaelis constant (Ky) and maximum rate (Vi) values of
495 M and 0.24 pM/s, respectively, with a good regression coeffi-
cient of 0.983. From these data, the turnover number (k.,) and

catalytic efficiency () of AbEH were also obtained, with values of
1.1s" and 2.3-10* M' s, respectively. These results indicated
that AbEH exhibits a Michaelis-Menten kinetic behavior and a
moderate affinity for 1 under the applied conditions.

AbEH hydrolysis of racemic styrene oxide

Enantiopure epoxides and vicinal diols are versatile building
blocks in the synthesis of various biologically active compounds
and are therefore chemical intermediates of high value for the
chemical and pharmaceutical industries [12]. Accordingly, there
are well-established synthetic strategies to obtain these com-
pounds, such as Sharpless asymmetric epoxidation [36] and AD-
mix o~ or B-mediated dihydroxylation of olefins [37]. However,
the use of an EH allows for the direct preparation of enantiomeri-
cally pure epoxides and diols from the kinetic resolution of racemic
epoxides in particularly mild conditions without using toxic re-
agents, which are principles of Green Chemistry [38].

Within this context, styrene oxide (SO) was used to assess the
AbEH performance and selectivity (Fig. 5a).

The time course of the AbEH enantioselective epoxide hydroly-
sis was investigated using 8 mM (R/S)-SO and DMSO (5%) as the co-
solvent under the determined optimal conditions (pH 6.0, 30°C,
and 0.1% Tween-20). Fig. 5b presents the AbEH conversion profile
of SO and the enantiomeric excesses of the formed diol and
remaining epoxide. After only 5 min of reaction, 66% of the SO
was hydrolyzed, and the remaining epoxide ee exceeded 99% when
(R)-SO was entirely consumed, leaving 34% of enantiopure (5)-S0;
these results indicate a typical kinetic resolution behavior. Based
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Table 1
Styrene oxide kinetic resolution with known epoxide hydrolases.

Epoxide hydrolase Rel. Cat. Form (%) SO mM Temp. (°C) pH Time (min) (5)-50 ee (%) Yield (%) £

AbEH CCT1435% Enzyme 8 30 6.0 5 99 34 9

A niger LCP521 [42,43] Cells 8 27 8.0 120 99 28 10

A niger isolate [44] Cells 10 30 8.0 360 100 32 13°

A radiobacter AD1 [45] Enzyme 5 30 9.0 48 99 33 16

R glutinis CIMW147 [46] Cells 10 35 7.5 48 98 18 6

Rabbit liver mEH [47] Enzyme 5 37 7.4 n.id 98 22 7

# From A. brasiliensis CCT1435 analyzed in this research.

b Enantiomeric ratio (E) was calculated according to Sih's equation.
© Calculated with an ee of 99%.

4 No information.

Table 2

Summary of the AbEH-catalyzed hydrolysis of racemic SO in monophasic and biphasic liquid reaction systems.

Medium ADbEH reaction system
Monophasic Biphasic
Buffer® (pH 6.0) Buffer”:Heptane Buffer”:lso-octane
SO concentration (mM) 8.0 220 22,0
ADBEH concentration (uM) 4,3 11° 11°
Reaction time 5 min 24h 24h
Conversion (%) 66 25 43
SO ee (%)/Abs. conf. >99((S) 30/(S) 36 (S)
Diol ee (%)/Abs. conf. 58/(R) 66/(R) 84/(R)
E 9.0 260 4.0

# Phosphate buffer, 50 mM (pH 6.0) and 0.1% Tween-20.
b phosphate buffer, 50 mM (pH 7.2) and 0.1% Tween-20.
© AbEH concentration in the aqueous phase.

4 Calculated based on Sih's equation.

on Sih’s equation, the estimated E for this kinetic resolution of (R/
S)-SO was 9. The fast kinetic resolution of SO outweighed this rel-
atively low E value, which allows promising future applications of
ADbEH. Additionally, as shown in Table 1, AbEH exhibits more rapid
enzyme kinetics than the listed EHs (up to 72-fold faster than the
A. niger isolate) as well as a higher yield.

SO can be hydrolyzed via water molecule attack at both carbons
of the epoxide ring, resulting in three possible enantioselective ring
openings (Fig. 5a). When the attack occurs at CB or Ca. of only one
enantiomer, the configuration of the formed diol is retained or in-
versed, respectively, leading to the kinetic resolution of the race-
mic epoxide. However, water attack at the C, of one enantiomer
and C, of the other leads to an enantioconvergent process, with
the production of an enantioenriched 1,2-diol [39].

The AbEH enantioselective hydrolyses were further evaluated
with enantiopure (5)-SO and (R)-SO. The results indicated that con-
figuration inversion and enantioconvergent processes were not
present in the (R)- or (5)-SO hydrolyses, as the produced diol con-
figurations in both reactions were consistent with that of the par-
ent epoxide, ie., for both enantiomers, the attack occurred
preferentially at C;. To our knowledge, most of the previously de-
scribed EHs from Aspergillus have the same enantiopreference
for SO derivatives [40].

Fig. 5c presents the time course reactions of the individual
enantiomers by AbEH. As observed in the previous assays using
racemic SO, the hydrolysis of (R)-SO was faster than (5)-SO. The
consumption initial rates for (R)- and (§)-SO were estimated to
be 10.842 and 0.517 mM/min, respectively, yielding an apparent
Eof21.

The latter difference of twice the E value between the calculated
by Sih's equation and by this methodology was attributed to the
absence of enantiomeric competition for the same enzyme active
site [41].

ADEH hydrolysis of racemic styrene oxide in liquid-liquid biphasic
systems

The EH-catalyzed hydrolysis of racemic epoxides is typically
performed in an aqueous medium, as described above. However,
in these systems small amounts of epoxides can be dissolved and
spontaneous hydrolysis can occur. To overcome these disadvan-
tages, biphasic systems involving an organic and aqueous layer
to perform the enzymatic reactions have been applied with the
additional benefit of the facile substrate and product recovery at
the end of the reaction [48,49].

Consequently, liquid-liquid biphasic systems for the hydrolysis
of racemic SO by AbEH were evaluated using five different water-
immiscible organic solvents (heptane, iso-octane, toluene, ethyl
acetate, and iso-amyl alcohol) and a phosphate buffer as the aque-
ous phase.

The enzymatic hydrolysis of (R/S)-SO was only observed in the
presence of heptane or iso-octane as the organic solvent, indicating
the preferential hydrolysis of (R)-SO to produce (R)-1-phenyl-1,2-
ethanediol. When using heptane as the organic solvent, the diol
ee was 66% and that of the remaining epoxide was 30%, with 25%
conversion after 24 h. However, the diol ee reached 84% in iso-oc-
tane, whereas that of the remaining epoxide (5)-SO was 36%, with a
reaction conversion of 43% after 24 h.

Although discrete, the results obtained for the water:isooctane
system indicated a slight enantioconvergent behavior of AbEH-cat-
alyzed hydrolysis of SO, particularly when considering the low ee
observed for the remaining epoxide, which is not compatible with
the reaction conversion and observed diol ee.

Additionally, the evaluated biphasic systems efficiently pre-
vented the spontaneous hydrolysis of SO for days. This phenome-
non was credited to the reduced contact time of the epoxide
with the aqueous phase.
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The use of biphasic systems in enzymatic reactions also simpli-
fies the purification steps, an appreciated feature in industrial
applications. In this case, the substrate (epoxide, less polar) has a
greater affinity for the organic phase and the product (diol, more
polar) for the aqueous phase [40]. This partitioning provides
in situ purification of the reaction components; therefore, the sub-
strate and product were recovered through the simple separation
of the organic and aqueous phases.

Table 2 summarizes the results of SO hydrolysis by AbEH in all
of the evaluated systems. It is clear that the aqueous systems using
only DMSO as the co-solvent to assist in epoxide solubilization is
more efficient and productive, allowing for the kinetic resolution
of racemic SO by AbEH in only 5 min. However, these biphasic sys-
tems illustrated a possible new enantioconvergent action for the
recombinant wild-type EH from A. brasiliensis CCT1435. Further
studies are being performed to understand and confirm this behav-
ior and to apply this novel EH to epoxides of industrial interest.

Conclusion

Our results demonstrate that the new AbEH was successfully
expressed in E. coli and purified. AbEH has an optimum enzymatic
performance at 30 °C and pH 6.0 and exhibits an increased activity
with the addition of Tween-20 (0.1% v/v). This study demonstrated
that recombinant AbEH has an (R)-preferential enantioselectivity
in an aqueous system, leading to the complete kinetic resolution
of 8 mM racemic SO within 5 min. AbEH also presents a potential
enantioconvergent performance in a water:iso-octane biphasic
system; however, further studies will be performed to confirm this
behavior. Therefore, this novel AbEH has suitable catalytic proper-
ties, enhancing its potential for use in the preparation of enantio-
pure epoxides and vicinal diols.
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Minuta da Patente

ENZIMA RECOMBINANTE, PROCESSO DE HIDROLISE ENZIMATICA DE
EPOXIDOS E DIOIS VICINAIS ASSIM OBTIDOS

Campo da invencéao

A presente invencdo refere-se a uma enzima recombinante do fungo
Aspergillus brasiliensis CCT1435 e um processo de hidrélise enzimatica de epodxidos.
Mais especificamente, a presente invencao trata de um processo de obtengado de dibis
vicinais enantiomericamente puros a partir de epdxidos racémicos empregando uma
epdxido hidrolase recombinante.

O processo enzimatico para produgdo régio e enantiosseletiva de diois
vicinais de grande interesse em rotas sintéticas ocorre em sistemas bifasicos,
eliminando a etapa de purificagao.

Fundamentos da invencao

Os enantidmeros tém propriedades fisicas idénticas e diferem somente na
sua rotagdo Optica, entretanto, suas atividades biolégicas podem diferir
consideravelmente. A caracteristica enantiomérica das moléculas é de grande
importancia para a industria farmacéutica, pois as enzimas humanas e os receptores de
superficie celular também sao quirais. Os enantibmeros de drogas racémicas podem
ser absorvidos, ativados, ou degradados em diferentes niveis, além de poderem
apresentar diferentes tipos de atividade farmacolégica. Devido a essa particularidade
dos enantibmeros, é de suma importancia que tanto farmacos, como outros produtos
industriais contenham em suas férmulas compostos enantiomericamente puros.

Um grupo importante de moléculas quirais € constituido pelos epéxidos.
Em quimica organica, um epéxido é um grupamento funcional reativo (éter ciclico)
formado por um atomo de oxigénio unido a dois atomos de carbono, que por sua vez
estdo unidos por uma ligagao covalente. Os ep6xidos podem ser convertidos em dibis
vicinais pela abertura do anel, em um processo de hidrélise. Nesse contexto, a

biocatalise reline as vantagens da quimica orgéanica sintética e seletividade das reagdes
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catalisadas por enzimas, permitindo o uso de condi¢gdes brandas, o que a torna uma
ferramenta valiosa no ambito da Quimica Verde.

As epoxido hidrolases (EHs) se destacam como biocatalisadores
versateis. Estas enzimas pertencem a familia das a/p hidrolases, e catalisam a adigao
de uma molécula de agua a um anel oxirano levando a formagédo do respectivo diol
vicinal, sem necessidade de cofatores. O estado da técnica apresenta diferentes
processos empregando epdxido hidrolases para a conversao de epoxidos em seus
respectivos didis vicinais.

O trabalho de Cao, Lee, Chen e Wood (2006) descreve a sintese de (R)-
fenil-1,2-etanodiol com epédxido hidrolases de batata e Agrobacterium radiobacter, em
um processo realizado em solugdo tampé&o atingindo 100% de conversdo e 98% de
excesso enantiomérico (ee), com velocidade de 4,7 =+ 0,7 umol/min/mg e uma taxa de
hidrélise espontanea de 4,4% com 45 min de reagdo. Diferentemente, a presente
invencdo emprega uma unica EH recombinante de Aspergillus brasiliensis para a
conversao régio e enantiosseletiva de epdxidos aos seus respectivos didis vicinais, o
que facilita todo o processo, ndo havendo necessidade de expressao de duas enzimas.
Ainda, o presente invento é vantajosamente operado em sistemas bifasicos sélido-
liquido ou liquido-liquido, o que reduz a exposicdo do epdxido ao meio aquoso,
reduzindo, portanto, sua taxa de hidrélise espontanea. Tal fato, ainda, permite a
supressao de uma etapa de purificagdo do produto uma vez que o epdxido (reagente) e
o diol (produto) se alocam em fases distintas, o que nao é descrito no trabalho acima.

Ja o trabalho de Monterde, Lombard, Archelas, Cronin, Arand e Frutoss
(2004) apresenta a hidrélise de quatro epoxidos diferentes (éxidos de orto, meta e para-
cloroestireno) por uma EH de Solanum tuberosum (batata). A reacdo se da em meio
“salt free” (dgua, sem o tampao), utilizando DMSO ou DMF como co-solvente para
auxiliar a solubilizagdo dos substratos. O presente invento, no entanto, nao utiliza
DMSO e DMF como co-solventes, os quais apesar de facilitarem o acesso da enzima
ao substrato, sao de dificil remogao ao final do processo e nao evitam a hidrélise
espontanea do epdxido, que pode nao ser negligenciavel em reagdes mais lentas.
Etapas de extracdo com solventes organicos comuns, como acetato de etila, sao

ineficientes visto que carregam, junto com os produtos reacionais, os co-solventes.
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Além disso, possuem temperaturas de ebulicdo elevadas dificultando também o
processo de evaporagao para isolamento dos produtos. Ademais, a presente invengao
é aplicavel tanto para epéxidos terminais, como os do trabalho citado, quanto para
epdxidos ndo terminais.

No trabalho de Yildirim, TUkel, Alagbz e Alptekin (2011), foi empregada
uma EH de Aspergillus niger, imobilizada em suporte sélido (Eupergit C 250 modificado
com etilenodiamina e glutaraldeido) por formagdo de uma base de Schiff, na hidrolise
do 6xido de estireno. A reagado ocorre, portanto, em um meio bifasico sélido-liquido e
emprega DMSO como co-solvente. Apds a reagao ser completada, a EH imobilizada é
recuperada por filtragao e o meio reacional é extraido com acetato de etila. Os produtos
reacionais sao, entao, purificados por cromatografia em coluna. A temperatura 6tima de
reacdo determinada e utilizada no trabalho foi de 40 °C. O presente invento, ao
contrario do processo descrito no trabalho, evita o contato constante do ep6xido com a
agua por imobilizagdo do epodxido e ndo da enzima, impedindo elevadas taxas de
hidrélise espontadnea do mesmo. Nas condi¢gbes de temperatura adotada no trabalho, a
hidrélise espontanea no meio é ainda mais acentuada. Ainda, o presente invento opera
tanto sobre epdxidos terminais quanto sobre epdxidos nao terminais sem o emprego de
co-solventes e dispensando etapas de purificagdo pds-reacao.

O trabalho de Karboune, Archelas e Baratti (2009) apresenta o emprego
de uma EH de A. niger imobilizada nas resinas Accurel EP 100 e DEAE-cellulose para
hidrélise do 6xido de p-cloro-estireno. Neste trabalho foram empregados os solventes
orgéanicos heptano ou heptano:dioxano em diversas proporg¢des, o que evita a hidrolise
espontanea do epdxido no meio reacional. Nada foi relatado sobre a atuacao desta EH
sobre outros esqueletos de epdxidos. O presente invento, conforme ja discutido, pode
atuar em epdéxidos terminais e nao terminais. Além disso, a EH descrita no trabalho nao
€ enantioconvergente: a conversao reacional nao deve, portanto, ultrapassar 50%.
Diferentemente, o presente invento envolve uma catélise de epdxidos de maneira régio
e enantiosseletiva, levando a produgcdo de didis vicinais com razoavel pureza
enantiomérica e podendo alcangar conversbes de até 100%. Ademais, o presente

invento, por empregar meios bifasicos, contorna a etapa de purificagdo necessaria no
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trabalho exposto, dado que, no processo descrito no mesmo, o substrato e o produto
permanecem na mesma fase reacional.

O documento WO2006108771, depositado em 03/04/2006, apresenta um
processo para obtencao de polidis a partir de epdxidos usando EH de diversas fontes
microbianas, com especial atengcéo para a EH recombinante e comercial de Aspergillus
niger (Fluka 71832). O processo se da em meio liquido (tampao e octanol) ou com o
epdxido polimerizado. A principal aplicagdo desta patente é a obtencado final de
polimeros funcionais do tipo poliol, protegendo substratos contendo como o substituinte
divalente X um grupo éter, éster, amino ou amido, grupos reativos polimerizaveis como
R+, e H ou grupamentos C1-C4 alquil nos radicais Rz, Rs e R4, conforme indicado na
férmula abaixo.

R4 OH

Ry
OH n

No entanto, os autores nao protegem sequéncias primarias ou producao de
novas EHs, mas somente a aplicagdo de EHs ja conhecidas. Na presente invencao,
entretanto, protegemos a sequéncia primaria de uma nova EH de Aspergillus
brasiliensis CCT 1435, recombinante e expressa em E. coli, assim como a sua
aplicagdo na obtencdo de didis vicinais a partir de diversos epdxidos, os quais tem
como principal finalidade a produgéo de intermediarios sintéticos chaves de compostos
com atividade biolégica. Além disso, no documento WO2006108771 nao é reivindicado
a obtengao de didis com elevada pureza enantiomérica, mas somente racémicos. Na
presente invengao, entretanto, tem-se como principal aplicagdo a producao de diés
enantiomericamente puros ou enriquecidos. Ainda, a invencdo citada nao utiliza
sistemas bifasicos solido-liquido, onde o epdbxido esta adsorvido em na resina sélida, ou
sistemas liquido-liquido, onde o epéxido encontra-se alocado em uma fase orgénica,
como é feito no presente invento. O processo do documento de patente consiste
somente na hidrélise de um epdxido com posterior polimerizagao do diol formado ou

polimerizagao do epdxido com posterior hidrélise do polimero sélido funcionalizado.
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O documento WO200706907, depositado em 14/04/06, protege o
processo de obtengdo de um epdxido interno ou um diol interno opticamente ativo por
meio de epdxido hidrolase em que, o epdxido interno pode ser cis-2,3-dissubstituido, os
substituintes do epdxido podem ser um aril, um aril-alquil ou um acil e a reagéo se
passa em meio liquido (podendo conter um solvente organico). Esta patente somente
protege a obtengdo de epdxidos e didis internos enantiomericamente enriquecidos. O
presente invento, todavia, permite a obtencao de didis internos e externos com elevada
pureza enantiomérica em um processo régio e enantiosseletivo, utilizando uma Unica
EH recombinante. Ainda, destaca-se que o documento de patente protege a utilizagao
de sistemas bifésicos liquido-liquido onde uma das fases & um solvente orgénico
imiscivel com a fase aquosa. O presente invento, no entanto, além disto permite a
utilizacao de sistemas bifasicos sélido-liquido, onde o substrato encontra-se adsorvido
em uma resina sélida, o que também reduz a taxa de hidrélise espontdnea e suprime a
etapa de purificagdo do produto uma vez que o epdxido (reagente) e o diol (produto) se
alocam em fases distintas, o que nao é descrito no trabalho acima.

Diante do exposto, a presente invengao apresenta vantagens sob varios
aspectos. Primeiro porque propde uma epodxido hidrolase recombinante de Aspergillus
brasiliensis que atua em faixa de pH (6-9) e temperatura (30-40°C) adequadas para o
processo. Esta enzima possui estrutura primaria inédita e é a primeira EH recombinante
produzida no Brasil. Além disso, o presente invento descreve um processo de obtencao
de didis vicinais a partir de ep6xidos racémicos internos e externos com elevada pureza
enantiomérica, em um processo enantioconvergente que emprega uma epoxido
hidrolase recombinante. Outro ponto crucial € que as reagbes da presente invengao
ocorrem em sistemas bifasicos o que evita a hidrélise espontdnea dos epdxidos no
meio reacional pela diminuicdo do contato do epéxido com a fase aquosa. Outra
vantagem da utilizagao de sistemas bifasicos em rea¢des com EHs é a possibilidade de
evitar a etapa de purificagdo do produto. Finalmente, o presente invento é versatil,
convertendo diversos esqueletos de substratos a seus respectivos dibis vicinais

Com destaque para os produtos obtidos na presente invengao, tais didis
vicinais foram obtidos com pureza superior a 95% e conversdes de até 100%. Dentre as

aplicagdes dos didis vicinais, a principal delas esta relacionada com seu emprego como
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intermediario sintético chave na produgcédo de farmacos, os quais sao utilizados, por
exemplo, no tratamento de doencgas cardiovasculares, como hipertensao e arritmia, e
no combate a tumores.

Breve descricédo da invencgao

A presente invencao se refere a uma enzima epdxido hidrolase
recombinante do fungo Aspergillus brasiliensis CCT1435 caracterizada por ser a SEQ
ID n° 1. E objeto adicional um processo de hidrélise enziméatica de epéxidos racémicos,
empregando a enzima epoxido hidrolase recombinante, em sistemas bifasicos. Além
disso, a presente invengéo refere-se também aos didis vicinais obtidos pelo processo
descrito, com pureza superior a 95% e conversdes de até 100%, e seus usos.

A invencdo descreve um processo de hidrdlise que compreende o
emprego da enzima epdxido hidrolase recombinante em um sistema bifasico,
sélido:liquido ou liquido:liquido. O substrato empregado no processo pode ser um
epoxido de férmula geral (I) onde Ry, Rz, Rs e R4 podem ter substituintes do tipo
hidrogénio, alquil, alquenil, alquinil, cicloalquil, cicloalquenil, héterociclos, aril, arilalquil,
alcoxido, ariloxido, acil, alcoxicarbonil, derivados de acila (ésteres, amidas, haletos,
acidos), entre outros. O numero de substituintes no ep6xido pode ser um ou mais, e 0s
substituintes podem ser iguais ou diferentes. Todas estes radicais podem conter
substituintes, como grupos hidréxi, amino, halo, carbdxi, sulfeto, entre outros.
Opcionalmente, R1 e R3 ou R, e R4 juntos podem formar um carbociclo ou heterociclo.
Nas reacdes em sistema bifasico solido:liquido o substrato esta adsorvido em um
suporte e para as reagdes em sistema liquido:liquido o substrato é adicionado em um
solvente organico. Para ambas as condi¢cdes, a mistura reacional € mantida sob
agitacao e aquecimento e os produtos extraidos com solventes organicos no final do
processo.

Breve descricao das figuras

A estrutura e operagédo da presente invengao, juntamente com vantagens
adicionais da mesma podem ser mais bem entendidas mediante referéncia as figuras
em anexo e a seguinte descrigao:

A Figura 1 mostra a curva de calibragdo da cromatografia de gel filtracao

utilizada para determinagdo da massa molecular da EH AbCCT1435. A massa
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molecular estimada esta indicada na linha de tendéncia como um quadrado maior,
sendo 79 kDa para o dimero. A massa molecular do monémero desta proteina é de
44,3 kDa, logo a massa molecular esperada para o dimero seria 88,6 kDa.

A Figura 2 mostra um esquema do ensaio fluorogénico, baseado na
liberagao do anion umbeliferila (3), utilizado para detecg¢éo da atividade de EHs.

A Figura 3 apresenta as curvas de otimizagao das condigbes reacionais,
destacando o pH e a temperatura étimos de atuacao catalitica da EH AbCCT1435 para
a hidrélise do substrato 1.

A Figura 4 mostra o gréfico de duplo reciproco de Lineweaver-Burk com
ajuste linear e curva de Michaellis-Menten com ajuste nao-linear utilizados para
obtengao dos parametros cinéticos da hidrélise do substrato 1 pela EH AbCCT1435.

A Figura 5 apresenta os substratos (ep6xidos) avaliados nos exemplos
citados nesta invengdo. Apbs agdo catalitica da EH AbCCT1435 os epodxidos sao
convertidos aos seus respectivos didis vicinais.

A Figura 6 mostra os cromatogramas de CG-DIC de: A) 6xido de estireno
racémico (R/S-4, comercial); B) 1-fenil-1,2-etanodiol racémico (R/S-4a, sintético); C) 1-
fenil-1,2-etanodiol obtido na presenga da EH AbCCT1435 em sistema reacional bifasico
sélido-liquido.

A Figura 7 apresenta o esquema da hidrélise enantioconvergente do éxido
de estireno racémico (S/R-4). A EH catalisa a adigao nucleofilica regiosseletiva de uma
molécula de 4gua na posigao B do enantibmero (R)-4 e na posi¢do o do enantiémero
(S)-4. No primeiro caso observa-se a retengdo e no segundo caso a inversao de
configuragdo do diol formado, ambos levando a formagao de (R)-4a.

A Figura 8 mostra os cromatogramas de CG-DIC de: A) cis-3-fenil-2,3-
epdxipropanoato de etila racémico (R/S-5, comercial); B) cis-3-fenil-2,3-
diidroxipropanoato de etila racémico (R/S-5a, sintético); C) cis-3-fenil-2,3-
epoxipropanoato de etila recuperado da reacao na presenga da EH AbCCT1435 em
sistema reacional bifasico sélido-liquido D) cis-3-fenil-2,3-diidréxipropanoato de etila
obtido na presenca da EH AbCCT1435 em sistema reacional bifasico sélido-liquido.

A Figura 9 apresenta os cromatogramas de CG-DIC de: A) 6xido de

estireno (4) recuperado da reagdo na presenca da EH AbCCT1435 em sistema
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reacional bifasico liquido-liquido com heptano como fase organica reacional; B) (R)-1-
fenil-1,2-etanodiol (4a) obtido a partir da hidrélise do (R/S)-6xido de estireno (4) pela EH
AbCCT1435 em sistema reacional bifasico liquido-liquido com heptano como fase
orgénica reacional; C) 6xido de estireno (4) recuperado da reagdo na presenca da EH
AbCCT1435 em sistema reacional bifasico liquido-liquido com iso-octano como fase
organica reacional; D) (R)-1-fenil-1,2-etanodiol (4a) obtido a partir da hidrélise do (R/S)-
Oxido de estireno pela EH AbCCT1435 em sistema reacional bifasico liquido-liquido
com iso-octano como fase orgénica reacional.

A Figura 10 apresenta os cromatogramas de CG-DIC do (R)-1,2-
octanodiol (6a) obtido a partir da hidrélise do (R/S)-1,2-epOxioctano (6) pela EH
AbCCT1435 em sistema reacional bifasico liquido-liquido com A) heptano e B) iso-
octano como fase orgénica reacional;

A Figura 11 mostra os cromatogramas de CG-EM da reacéo de hidrélise
do 6xido de estireno em meio bifésico liquido-liquido pela EH AbCCT1435. A) Fase
aquosa extraida com acetato de etila; B) Fase orgénica da reagéo.

Breve Descricdo dos Anexos

- O Anexo 1 apresenta o gel de SDS-PAGE 12% relativo a purificagao da
EH AbCCT1435, onde M é o marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Fermentas); 1 é a fragado insoluvel; 2 é a fracao soluvel; 3 corresponde ao fluxo inicial
(flow-through); 4, 5, 6, 7 e 8 sao eluigdbes com 20 mM, 50 mM , 75 mM, 250 mM e 500
mM de imidazol respectivamente.

- O Anexo 2 apresenta o espectro de dicroismo circular obtido para a EH
AbCCT1435 purificada em tampao fosfato (10 mM, pH 7,2) na condigao oxidada (linha
preta) e reduzida com TCEP (linha vermelha).

Descricao detalhada da invencao

A presente invengcdo descreve um processo enzimatico de hidrélise de
epoxidos racémicos para a obtencao de didis vicinais enantiomericamente puros ou
enriquecidos, empregando uma enzima recombinante do fungo Aspergillus brasiliensis
CCT1435 em um sistema bifasico.

A enzima epéxido hidrolase (EH AbCCT1435) recombinante objeto de

proteg@o do presente invento é caracterizada por ser a SEQ ID n® 1, apresentando uma
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adicao de 20 aminoacidos, sendo que 6 sao Histidinas e 14 sdo aminoacidos
codificados pelas bases que compdem os multiplos sitios de clonagem, ambos
adicionados ao N-Terminal da proteina. A EH AbCCT1435 recombinante é empregada
no processo descrito abaixo.

E objeto da presente invengdo um processo de hidrélise enzimatica de
epdxidos que compreende o emprego da enzima EH AbCCT1435 recombinante em um
sistema bifasico, sélido:liquido ou liquido:liquido.

O substrato empregado no processo pode ser um epdxido de férmula

geral (I)

Ro ARy

Ry Ra
(1

onde:

Ri1, Rz, Rs e R4 podem ser substituintes do tipo hidrogénio, alquil, alquenil, alquinil,
cicloalquil, cicloalquenil, héterociclos, aril, arilalquil, alcdxido, ariléxido, acil,
alcoxicarbonil, derivados de acila (ésteres, amidas, haletos, acidos, entre outros), entre
outros. O nimero de substituintes no epdxido pode ser um ou mais, e 0s substituintes
podem ser iguais ou diferentes. Todas estes radicais podem conter substituintes, como
grupos hidroxi, amino, halo, carbéxi, sulfeto, entre outros. Opcionalmente, Ry e Rz ou Ry
e R4 juntos podem formar um carbociclo ou heterociclo.

Para as reagdes em sistema biféasico sélido:liquido séo adicionados 5 a 50
mg, preferencialmente 20 mg de substrato, que estd adsorvido em 50 a 500 mg,
preferencialmente 200 mg, de um suporte selecionado dentre resina sélidas poliméricas
apolares ou moderadamente polares, com momento de dipolo entre 0,3 e 1,8; area
superficial entre 330 a 900 mz/g; e didmetro de poro entre 40 e 300 A,
preferencialmente uma resina de éster acrilico ou poliaromatica hidrofébica, em 0,5 a 10
mL de tampé&o fosfato contendo 0,05 a 1 mg/mL, preferencialmente 0,3 mg/mL de EH
AbCCT1435.

Para as reagbes em sistema liquido:liquido sdo adicionados 1 a 100 mg,
preferencialmente 10 mg de substrato, 0,5 a 50 mL, preferencialmente 3 mL de solvente

organico, selecionado dentre solventes imisciveis com &gua e com indices de
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polaridade entre 1 e 5, preferencialmente os alcanos aciclicos com indices de
polaridade préximo a 0, e 0,1 a 10 mL, preferencialmente 1 mL, de solugdo de EH
AbCCT1435 a 0,1 a 1 mg/mL, preferencialmente 1 mg/mL, em tampao fosfato.

Para ambas as condigbes, a mistura reacional é mantida sob agitacao
entre 100 e 300 rpm, preferencialmente 250 rpm, e 30 a 40 °C, preferencialmente 35°C,
por 0,5 a 48 h, preferencialmente 24 h.

Ap6s este periodo, as fases reacionais sao extraidas com solventes
organicos de polaridade entre 1 e 5, preferencialmente acetato de etila, e analisadas
por CG-EM e CG-DIC com coluna quiral a base de o~ ciclodextrina, B-ciclodextrina , y-
ciclodextrina e/ou derivados, para avaliagdo da conversdao e enantiosseletividade,
respectivamente.

Exemplo 1: Expressao da EH AbCCT1435 recombinante em E. coli

Oligonucleotideos moldes (primers) foram desenhados a partir das
sequéncias de outras EHs do género Aspergillus depositadas em banco de dados
(GenBank, n?® acesso: DQ458230; AJ238459.1; DQ443737.1).

Primer direto: 5' ATA.CATATG.ATGTCTGCTCCGTTCGGC 3';
Primer reverso: 5'ATA.CTCGAG.CTACTTCTGCCACACCTGCTC 3..

A amplificagdo da sequéncia alvo foi feita por PCR e os produtos
amplificados foram purificados utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare). Os fragmentos amplificados foram digeridos com as enzimas de
restricdo Ndel e Xhol, e quantificados a 260 nm.

A clonagem da EH AbCCT1435 foi realizada em vetor plasmidial pET28a
(Novagen) digerido com as mesmas enzimas de restricao (Ndel e Xhol). A ligacao do
inserto ao vetor pET28a foi feita com a enzima T4 DNA ligase (/nvitrogen).
Posteriormente, realizou-se a transformagdo em Escherichia coli DH10B. A verificagao
do plasmideo recombinante foi realizada através de amplificagao por PCR de colénias
transformadas, utilizando primers flaqueadores do gene no vetor: T7 Promoter (5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3') e T7 Terminator (5-GCTAGTTATTGCT-CAGCGG-
3). A sequéncia completa de nucleotideos da EH AbCCT1435 foi obtida em
sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems).
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A linhagem competente de E. coli BL21(DE3) Rosetta foi transformada
com o vetor de um clone positivo em DH10B. Os clones de expressdo foram
armazenados a -70°C em meio 2YT+HMFM (36 mM KoHPOq4, 13,2 mM KHoPOy4, 1,4
mM citrato de sédio, 0,4 mM MgSO,, 6,8 MM(NH4)2SO4, 4,4% v/v de glicerol),
suplementado com 30 ug/mL de canamicina e 34 ug/mL de cloranfenicol.

A inducéo da expressdo da EH AbCCT1435 se deu através da adi¢do de
IPTG (0,4 mM, B-D-1-tiogalactopiranosidio de isopropila) ao meio de cultivo (LB
acrescido de 30 pug/mL de canamicina, 34 ug/mL de cloranfenicol a 37°C e 300 rpm),
apos o indculo atingir a fase exponencial de crescimento (DOgoonm ~ 0,8). A indugao da
expressao génica se deu por 16h a 25 °C e 200 rpm.

Exemplo 2. Purificagdo da EH AbCCT1435 recombinante em E. coli

As células cuja expressao proteica foi induzida por IPTG foram coletadas
por centrifugagao, e a disrupgao celular foi realizada por sonicagdo em tampao (tampao
A: 50 mM de fosfato de sédio, pH 7,2), 2 mM de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila),
15 mM de B-mercaptoetanol, 0,1% (v/v) de Tween-20 e 1 mg/mL de lisozima. A
remogdo dos restos celulares foi feita por centrifugagdo (20000g, 4°C, 50 min). A
purificagdo proteica foi realizada por cromatografia de afinidade ao niquel (resina Ni-
NTA-Qiagen) em tampéo (tamp&o B: 50 mM de fosfato de sédio: 250 mM NaCl, pH 7,2)
com gradiente crescente de imidazol (20 50, 75, 250 e 500 mM).

A expressao da EH AbCCT1435 recombinante foi avaliada por SDS-PAGE
com posterior coloracdo em “Coomassie Blue (Anexo 1); e a concentragdo foi obtida
por absorbancia a 280 nm, tendo-se como base o coeficiente de extingdo molar teérico
da proteina (ProtParam, ExPASy Proteomics Server ), apresentando uma massa de
aproximadamente 44 kDa .

Exemplo 3. Cromatografia por gel filtracado da EH AbCCT1435 recombinante em E. coli
purificada.

A cromatografia por gel filtracdo foi realizada em coluna Superdex 200
10/300 GL (GE Healthcare), equilibrada com 2 volumes de coluna (48mL) com o
tampéo fosfato de sédio (50 mM de fosfato de sddio: 250 mM NaCl, pH 7,2). Um volume
de 250 puL de amostra foi injetada a fluxo de 0,5 mL/min. Os padrbes de calibragao
foram: HMW (High Molecular Weight) e LMW (Low Molecular Weight) Gel Filtration
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Calibration Kit (GE Healthcare), contendo as protéinas: Ferritina (440 kDa), Aldolase
(158 kDa), Conalbumina (75 kDa), Ovalbumina (43 kDa), Anidrase Carbdnica (29 kDa),
Ribonuclease A (13,7 kDa), Aprotinina (6,5 kDa) e Blue Dextran 2000.

A cromatografia por gel filtragdo mostrou que a EH AbCCT1435 se
encontra monodispersa em solugéo (Figura 1) como um homodimero de 79 kDa, com
cada mondmero apresentando aproximadamente 44 kDa.

Exemplo 4. Dicroismo circular da EH AbCCT1435 recombinante em E. coli purificada.

A técnica de dicroismo circular foi utilizada para estimar e verificar a
presenca de estrutura secundaria da EH AbCCT1435. Os experimentos de dicroismo
circular foram realizados no Laboratério de Espectrometria e Calorimetria (LEC) do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, utilizando o espectropolarimetro Jasco J-180.
As medidas foram feitas de 190 a 260 nm, em cubetas de 1 mm de caminho éptico.. A
EH AbCCT1435 foi analisada em tampao fosfato de sédio 10 mM, pH 7,2 na
concentragdo de 4 uM na auséncia e presenga do agente redutor TCEP (1 mM, tris-(2-
carboxietil)fosfina).

Os experimentos de dicroismo circular indicaram que a EH AbCCT1435
apresenta estrutura secundaria bem definida, havendo predominio de a-hélices (Anexo
2).

Exemplo 5. Alinhamento da estrutura priméria de proteinas homodlogas a EH
AbCCT1435.

A sequéncia de aminoacidos da proteina EH AbCCT1435 foi comparada

com a sequéncia de outras proteinas homélogas disponiveis no banco de dados do

NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). O multiplo alinhamento foi realizado utilizando o

servidor ClustalW2, com edi¢ao posterior feito pelo programa GeneDoc.
Exemplo 6: Atividade catalitica da EH AbCCT1435 frente a substratos fluorogénicos

O composto O-(3,4-epdxibutil)umbeliferona (1) foi utilizado como substrato
fluorogénico para a deteccao da atividade da EH AbCCT1435 (Figura 2), e para
otimizagdo dos parametros reacionais, como pH e temperatura. Os ensaios foram
realizados em placas de polipropileno de 96 pocgos, incubadas a 30 °C em leitor de
placas FlashScan 530 Analitic Jena e as leituras de fluorescéncia foram realizadas a

cada 5 min por 90 min, utilizando comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de
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390 nm e 460 nm, respectivamente. Os resultados foram comparados a reagdes
controles positivas (100% de conversdo) e negativas com (0% de conversdo). As
condicbes de reagdo foram:

Ensaio: 100 uM de 1, 2 mM de NalO4, 2 mg/mL de BSA e 0,05 mg/mL de EH
AbCCT1435, em tampéao fosfato de sbédio (50 mM, pH 7,2, 0,1% v/v de Tween-20).
Controle Positivo: 100 uM de 2, 2 mM de NalO,, 2 mg/mL de BSA e 0,05 mg/mL de EH
AbCCT1435, em tampéao fosfato de sdédio (50 mM, pH 7,2, 0,1% v/v de Tween-20).
Controle negativo: 100 uM de 1, 2 mM de NalO4 e 2 mg/mL de BSA, em tampao fosfato
de sddio (50 mM, pH 7,2, 0,1% v/v de Tween-20).

As condigdes 6timas de agao enzimatica foram determinadas variando-se
a temperatura de 25 a 45 °C, e o pH de 4 a 10 (pH 4-5: tamp&o acetato, pH 6-8: tampao
fosfato de sddio, pH 9-10: tampéo glicina-NaOH, todos a 50 mM e 0,1% v/v de Tween-
20).

Os parametros da cinética enzimatica foram determinados variando-se a
concentragdo do substrato 1 entre 10 e 1500 uM e o tempo reacional de 0 a 90 min. Os
valores de Ky, Vmax, Keat € € foram obtidos a partir das velocidades iniciais de cada
condicao e posterior ajuste linear do grafico de duplo reciproco de Lineweaver-Burk ou
ajuste ndo-linear da curva de Michaellis-Menten.

A EH AbCCT1435 hidrolisou 100% do substrato 1 em 30 min nas
condigbes reacionais gerais utilizadas. A atuagao catalitica 6tima desta enzima ocorre
na faixa de pH 6-9, preferencialmente 7,2, e de temperatura 30-40, preferencialmente
35 °C (Figura 3).

Os parametros da cinética enzimatica foram: Ky = 495 uM, Vnax = 0,24
uM/s, ket = 1,1 s, & = 2,3.10° M'.s™" (Figura 4), demonstrando que esta enzima
apresenta uma afinidade moderada pelo substrato 1.

Exemplo 3: Atividade da EH AbCCT1435 em sistemas bifasicos sélido-liquido

As reagdes em sistema soélido-liquido foram realizadas em frascos
Erlenmeyer (25 mL) contendo tampé&o fosfato de sédio (2 mL, 50 mM, pH 7,2; 0,1% v/v
de Tween-20), EH AbCCT1435 (1mL, 1 mg/mL em tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH
7,2; 0,1% v/v de Tween-20) e o substrato (20mg) adsorvido na resina acrilica Amberlite
XAD-7 HP( 200 mg).
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Todas as reacdes foram comparadas ao seu respectivo controle negativo
[substrato (20 mg) adsorvido na resina acrilica Amberlite XAD-7 HP (200 mg) em
tampéao fosfato de sédio (3 mL, 50 mM, pH 7,2; 0,1% v/v de Tween-20)] de forma a
monitorar a hidrélise espontanea do epdxido no meio reacional.

Para adsor¢ao do substrato na resina, dilui-se o epdxido (100 mg) em de
acetato de etila (100 mL). Em seguida, adiciona-se a resina (1,0 g) e a mistura é
mantida sob repouso por 12 h a temperatura ambiente. Apds este periodo o solvente é
evaporado e o epdxido suportado € utilizado nas reagoes.

Para ativacdo e limpeza da resina utilizam-se lavagens exaustivas com
agua destilada e acetona (nesta sequéncia), seguido de secagem sob pressao
reduzida.

Para avaliar a atividade da EH AbCCT1435 neste sistema bifasico sélido-
liguido foram utilizados os substratos: Oxido de estireno (4) e 3-fenil-2,3-
epéxipropanoato de etila (5) (Figura 5).

a) Oxido de estireno

A hidrélise do 6xido de estireno (4) na presenga da EH AbCCT1435 no
sistema sélido:liquido em questéo, levou a formagédo do (R)-1-fenil-1,2-etanodiol com
86% de excesso enantiomérico em 24h. Observou-se também que o epdxido
remanescente permaneceu racémico durante todo o curso reacional (Figura 6).

Tais resultados indicam que a EH AbCCT1435 catalisa esta reagdo de
maneira régio e enantiosseletiva. Logo, este processo pode ser descrito como
enantioconvergente, se diferenciando dos processos de resolugao cinética por permitir
a obtencdo do respectivo diol com elevada pureza enantiomérica e conversdes
superiores a 50% (Figura 7).

Vale ressaltar que nao foi observada hidrélise espontanea do éxido de
estireno no meio reacional utilizado.

b) 3-fenil-2,3-epdxipropanoato de etila

A partir da hidrélise do cis-3-fenil-2,3-epOxipropanoato de etila (5) na

presenga da EH AbCCT1435 no sistema sdlido:liquido em questao foi obtido o 3-fenil-

2,3-diidréxipropanoato de etila com 96% de excesso enantiomérico. O epdxido
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remanescente, assim como no caso do 6xido de estireno, permaneceu racémico (Figura
8).

Os resultados obtidos também indicam que a EH AbCCT1435 catalisa a
hidrélise enantioconvergente do cis-3-fenil-2,3-epdxipropanoato.

Nao foi observada hidrélise espontanea do cis-3-fenil-2,3-epdxipropanoato
de etila no meio reacional.

Exemplo 4: Atividade da EH AbCCT1435 em sistemas bifasicos liquido-liquido

As reagbes em sistema liquido-liquido foram realizadas em frascos
vedados de penicilina (10 mL) contendo solugédo tampéao fosfato de sédio (0,5 mL, 50
mM, pH 7,2; 0,1% v/v de Tween-20), solugdo da EH AbCCT1435 (0,5 mL & 1 mg/mL em
tampéo fosfato de sddio 50 mM, pH 7,2; 0,1% v/v de Tween-20), solvente organico
imiscivel com agua (3 mL) e o substrato (10 uL).

A hidrélise espontanea do epdxido no meio reacional foi monitorada
através de controles negativos [substrato (10 uL) em solugcédo tampéao fosfato de sédio
(1 mL, 50 mM, pH 7,2; 0,1% v/v de Tween-20) e 3 mL de solvente orgénico imiscivel
com aguaj.

Foram testados os seguintes solventes organicos: heptano, iso-octano,

tolueno, acetato de etila e alcool iso-amilico.

Para avaliar a atividade da EH AbCCT1435 nos sistemas bifasicos liquido-
liqguido foram utilizados os substratos: éxido de estireno (4) e 1,2-epdxioctano (6)
(Figura 5).
a) Oxido de estireno

As reagdes em sistema bifésico liquido:liquido foram efetivas na hidrélise
enzimatica do 6xido de estireno (4) quando utilizados heptano ou iso-octano como fase
orgénica reacional. Para estes casos, foi observada a formacao do (R)-1-fenil-1,2-
etanodiol na presenca da EH AbCCT1435. Os excessos enantioméricos foram de 66%
e 84%, respectivamente. Para o epdxido remanescente foram obtidos excessos
enantioméricos de 30% e 36% (Figura 9).

Estes resultados, apesar de discretos, novamente apresentam indicios da
possivel atuacao enantioconvergente da EH AbCCT1435 na hidrélise do éxido de

estireno.
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b) 1,2-epoxioctano

A hidrélise enzimatica do 1,2-epdxioctano (6) foi realizada com sucesso
nos sistemas bifasicos liquido:liquido envolvendo heptano ou iso-octano como fase
organica reacional. Observou-se a formacao do (R)-1,2-octanodiol na presenca da EH
AbCCT1435, com excessos enantioméricos de 48% e 58%, respectivamente (Figura
10).
Exemplo 5: Extragdo dos didis formados e recuperagdo do epdxido remanescente do
meio reacional
a) Sistemas bifasico sdlido-liquido

As resinas aplicadas a estes sistemas tendem a adsorver com maior
eficiéncia compostos organicos com polaridades medianas a baixas. Os dibis formados
nas reacgdes destacadas nesta invengdo possuem polaridade superior ao dos seus
respectivos epdxidos de origem, tendendo a se deslocar da fase sélida (resina) para a
fase liquida (solugdo tampao).

Logo, para extragao dos produtos (didis), a mistura reacional foi filtrada, e
a fase liquida foi saturada com NaCl e extraida com acetato de etila (2 x 2 mL). Para
maior eficiéncia extrativa, apés adicao de NaCl e de acetato de etila, a mistura foi
agitada em vértex e centrifugada a 2000 rpm por 5 min para quebra da emulsao
formada. As fases orgénicas obtidas foram combinadas, secas sob MgSO, anidro e
filtradas para posterior analises cromatogréficas.

A recuperagao do ep6xido remanescente foi realizada através da extragéo
da fase sélida, previamente filtrada, com acetato de etila (2 x 2 mL, repouso por 30
min), e posterior filtragcao.
b) Sistemas liquido-liquido

Neste tipo de sistema bifasico os compostos organicos com polaridades
medianas a baixas tendem a se alocar na fase orgéanica, neste caso os epéxidos. J& os
di6is formados, devido as suas polaridades superiores tendem a se deslocarem da fase
orgénica para a fase aquosa (solugao tampao) reacional.

Assim, para extragdo dos produtos (didis) e recuperagao dos reagentes

(epdxidos) foi realizada, inicialmente a separagao das fases reacionais.
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Os ditis foram removidos da fase aquosa através de saturagao com NaCl,
seguido de extragdo com acetato de etila (2 x 1 mL). Assim, como no procedimento
anterior, ap6s adicao de NaCl e de acetato de etila, a mistura foi agitada em vértex e
centrifugada a 2000 rpm por 5 min para quebra da emulsao formada. Por fim, as fases
orgénicas foram combinadas, secas sob MgSO, anidro e filtradas para posteriores
andlises cromatograficas.

O epdxido remanescente foi recuperado diretamente da fase orgénica,
uma vez que os solventes heptano e iso-octano sdo compativeis com cromatégrafos
gasosos e facilmente removidos por evaporagao.

A Figura 11 mostra como este sistema ¢ eficiente para a separagao in situ
dos componentes reacionais, 0 que evita as etapas de purificagdo indesejaveis aos
processos industriais.

Exemplo 6: Técnicas cromatograficas utilizadas para determinagdo de conversdes e

excessos enantioméricos

a) Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As andlises de CG-EM foram realizadas em cromatografo Agilent 6890
acoplado a detector seletivo de massas HP 5973, operando por impacto de elétrons (El)
com energia de ionizagéo de 70 eV, na faixa de m/z 50-500. Foi utilizada uma coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) com 5% de fenil-
metilsiloxano para a separacao dos compostos analisados. As analises foram
realizadas em fluxo constante de He (1 mL/min), com injetor a 250 °C e detector a 250
°C, e injegbes em modo “split” 20:1, utilizando 1,0 pL da solugdo a ser analisada. As
condigbes de analise (rampas de aquecimento) foram: 80 °C por 3 min, 80 - 290 °C a 20
°C/min, onde permaneceu constante por 5 min.

b) Cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizagdo de chama (CG-DIC)

A discriminagdo dos enantibmeros foi realizada em cromatografo Agilent
6850, acoplado com detector de ionizagao de chama (CG-DIC), equipado com injetor
automatico e coluna capilar de silica fundida Chrompak®, de fase quiral Chirasil -
ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0,25 um). As analises foram realizadas a pressao
constante de 10 psi, com injetor a 180 °C e detector a 250 °C, sendo as inje¢des feitas

no modo com divisor (1:10) utilizando 1 pL da solugao a ser analisada. As condi¢des de
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analise (rampas de aquecimento) foram: 40 ¢ G/ 15 min, 40 - 180 ¢ C a 10 2 C/min, onde

permaneceu constante por 5 min.
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REIVINDICAGOES

. Enzima recombinante caracterizada por ser a SEQ ID n® 1.

. Processo de hidrélise enzimatica de epoxidos caracterizado por empregar a

enzima recombinante descrita na reivindicagdo 1 em um sistema bifésico,

sélido:liquido ou liquido:liquido.

. Processo, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo fato do substrato

empregado no processo poder ser um epdxido de férmula geral(l)

Ro ARy

Ry Ra
I

onde Ry, Rz, Rs e R4 sdo, independentemente, hidrogénio, alquil, alquenil,
alquinil, cicloalquil, cicloalquenil, héterociclos, aril, arilalquil, alcdxido, ariléxido,
acil, alcéxicarbonil, derivados de acila, tais como ésteres, amidas, haletos,
acidos, entre outros;
onde Ry, Rs, Rs e R4 sdo os mesmos ou diferentes;
onde Ry, Rz, Rs e R4 podem estar opcionalmente substituida com grupos hidroéxi,
amino, halo, carbdxi, sulfeto, entre outros;
onde Ry e Rz ou R, e R4 podem formar opcionalmente um carbociclo ou

heterociclo.

. Processo, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelas reagcdes em

sistema bifasico sélido:liquido ocorrer com adigao de 5 a 50 mg,
preferencialmente 20 mg de substrato adsorvido em 50 a 500 mg,
preferencialmente 200 mg, de um suporte, em 0,5 a 10 mL de tampao fosfato
contendo de 0,05 a 1 mg/mL, preferencialmente 0,3 mg/mL da enzima

recombinante descrita na reivindicagao 1.

Processo, de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo fato do suporte
ser selecionado dentre resina sélidas poliméricas apolares ou moderadamente
polares, com momento de dipolo entre 0,3 e 1,8; area superficial entre 330 a 900
mz/g; e didmetro de poro entre 40 e 300 A, preferencialmente uma resina de

éster acrilico ou poliaromatica hidrofébica.
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6. Processo, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelas reagbes em
sistema liquido:liquido ocorrer com adicdo de 1 a 100 mg, preferencialmente 10
mg de substrato, 0,5 a 50 mL, preferencialmente 3 mL de solvente organico e 0,1
a 10 mL, preferencialmente 1 mL, de tampéao fosfato contendo de 0,1 a 1 mg/mL,
preferencialmente 1 mg/mL da enzima recombinante descrita na reivindicagao 1.

7. Processo, de acordo com a reivindicacao 6, caracterizado pelo fato do solvente
orgéanico ser selecionado dentre solventes imisciveis com agua e com indices de
polaridade entre 1 e 5, preferencialmente os alcanos aciclicos com indices de
polaridade préximo a 0.

8. Processo, de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado pela mistura
reacional obtida nas reivindicagbes 4 e 6 ser mantida sob agitagdo entre 100 e
300 rpm, preferencialmente 250 rpm, com temperatura variando entre 30 e 40°C,
preferencialmente 35°C, por 0,5 a 48 h, preferencialmente 24 h.

9. Processo, de acordo com a reivindicagcdo 2, caracterizado pelas fases
reacionais serem extraidas com solventes orgénicos de polaridade entre 1 e 5,
preferencialmente acetato de etila.

10.Didis vicinais caracterizado por serem obtidos de acordo com as etapas
descritas nas reivindicagcdes de 1 a 9.

11.Didis vicinais, de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado por serem
obtidos com pureza superior a 95% e conversdes de até 100%.

12.Uso dos didis vicinais conforme descritos na reivindicagéo 10 caracterizado por
ser empregado como intermediario sintético chave na produgao de farmacos,
utilizados no tratamento de doengas cardiovasculares, como hipertensdo e
arritmia, e no combate a tumores.

13.Uso da enzima definida pela SEQ ID n° 1 caracterizado por ser empregada em

processos de hidrélise de epdxidos.
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RESUMO

ENZIMA RECOMBINANTE, PROCESSO DE HIDROLISE ENZIMATICA DE
EPOXIDOS E DIOIS VICINAIS ASSIM OBTIDOS

A presente invengdo trata de uma enzima recombinante de Aspergillus
brasiliensis associada ao processo de hidrélise enzimatica de epdxidos. O emprego
dessa enzima recombinante garante a obtencdo de didis vicinais quirais, a partir de
epdxidos racémicos, de forma régio e enantiosseletiva. Os didis vicinais
enantiomericamente puros obtidos sdo de grande interesse em rotas sintéticas como
intermediario chave na producao de farmacos, os quais sao utilizados, por exemplo, no
tratamento de doengas cardiovasculares, como hipertensdo e arritmia, e no combate a

tumores.
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3. RESULTADOS COMPLEMENTARES

3.1. Biblioteca Metagen6mica de Fosmideos

A biblioteca metagendmica foi construida pela Profa. Dra. Suzan P. Vasconcellos
(Unifesp-Diadema) em colaboragdo com a Profa. Dra. Valéria Maia Oliveira (CPQBA -
Unicamp) a partir de DNA total de microbiota recuperada de reservatérios
biodegradados de petrdleo (Bacia Potiguar — CE). O DNA ambiental de alto peso
recuperado (~40 kb) foi clonado em vetores fosmidiais. A Dra. Suzan realizou triagem
de alto desempenho (HTS-high-throughput screening) na biblioteca metagenémica em
busca de enzimas para diversos substratos e os clones positivos foram ainda
analisados por métodos de biocatalise convencional. Trés clones fosmidiais positivos

para atividade lipolitica foram gentilmente cedidos pela Dra. Suzan e a Dra. Valéria.

A fim de isolar o(s) genes(s) de lipase/esterase-supostamente presentes nesses

fosmideos procedemos como descrito a seguir.

Os clones fosmidiais foram fragmentados por sonicagao e fragmentos de tamanho
entre 3000 pb e 1500 pb foram selecionados diretamente de gel de agarose (0,8%) e
purificados. Apds, esses fragmentos foram reparados e clonados em vetor plamidial
pBlueScript SK (-) e trasfomados em células de E. coli DH10B. Cada clone fosmidial
gerou uma biblioteca de aproximadamente 3.500 subclones (mais de 10.000 subclones

no total).
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Esses subclones foram triados em placas de petri com agar-tributirina. Os subclones
positivos foram triados também em placas de agar-trioleina. No primeiro teste, foram

encontrados quatro hits positivos e apenas 1 formou halo em &gar-trioléina (Fig 3).

Figura 3. Halo de hidrdlise em placas de agar-tributirina.

Os subclones positivos foram nomeados de acordo com sua posi¢ao nas placas

de triagem, assim temos: A4, B9, D2 e F12.

Esses subclones foram sequenciados e o resultado do sequenciamento pode ser

acompanhado na tabela a seguir (tabela 1).

Tabela 1. Resultado do sequenciamento dos subclones

CLONE FUNCAO PREDITA IDENTIDADE
A4 Tri-shuttle cloning vector MiniTn-Puro-JCVI-1.7 100%

glycosyltransferase, group 2 family protein
[Acidithiobacillus sp. GGI-221]

hypothetical protein /Uncultured bacterium
pRSB107 plasmid

B9 40%

D2 91%
hypothetical protein [Escherichia coli UMNK88]/
F12 haloacid dehalogenase-like hydrolase 99%
[Escherichia coli ETEC H10407]
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Como pode ser observado na tabela 1 todos os clones eram falsos positivos. Na
literatura, estd documentado o grande numero de falsos positivos gerados em triagem
em placas de agar-tributirina (para lipases) e agar-leite (para proteases), pois outros
metabdlitos da célula ou certos genes como as B-glicosidades, -galactosidades e
glicosiltransferases podem gerar um halo de degradagao atravez da produgéo de acido
[63]. Caracteristica essa mais uma vez atestada pela presenga de uma
glicosiltransferase presente em um dos subclones, o B9, o qual formou halo de
degradacao de maior didametro e em curto periodo de tempo (~12h), tanto em placas de

agar-tributirina e trioleina

Apesar do resultado inesperado, as glicosiltransferases sdo enzimas muito
importantes, de grande valor biotecnoldgico. Por isso, decidimos tentar caracterizar
essa nova proteina, nomeada de GTM (glicosiltransferase metagenémica). Ainda que a
ORF identificada tenha sido clonada corretamente (confirmada por sequenciamento),
infelizmente, ndo obtivemos éxito nas etapas de expressao/purificagdo da proteina
recombinate. De acordo com preditores de proteinas quanto a presenca de regiao

transmembrana (DAS transmembrane http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) e de

localizagéo celular (PSORT http:/psort.hgc.jp/form.html), a GTM é uma proteina

transmembrana, portanto, muito hidrofébica, o que torna seu isolamento laborioso.
Além disso, a sequéncia de nucleotideos da GTM apresenta 18% de codons raros, nao
utilizados em E.coli, sendo necessaria a complementagdo desses cdédons com
linhagens especificas. Por isso, esse gene foi clonado de trés tamanhos diferentes com
o intuito de aumentar a solubilidade da proteina com a retirada de partes e de toda

regidao C-terminal transmembranar. Além dessas construgdes, também foi usado dois
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vetores que adicionam a cauda de fusdo 6xHis-tag em posi¢des N- e C terminal
(PET28a e pET29a respectivamente) e células de E.coli como a Rosetta(DE3) e a
C43(DE3). A Rosetta(DE3) possui um plasmideo (pRARE) que contem genes para
tRNA (RNA transportador) para 7 codons raros em E. coli (AGG/AGA/CGG(arginina),
AUA(isoleucina), CUA (leucina), CCC (prolina) e GGA (glicina). E a C43(DE3) é uma
linhagem mutante descrita por suportar a alta expressao de proteinas téxicas e de

membrana [64].

Uma vez que a tentativa de expressdo e a purificagdo da GTM nessas duas
linhagens nao obteve sucesso, foi feita a extracdo do plasmideo pRARE da
Rosetta(DES3) e co-transformado em C43(DE3) com o plamideo pET+ gene GTM (para
as trés contrugdes). Esses transformantes entdo co-expressam os tRNA para cdédons
raros em E. coli e a proteina GTM em uma linhagem mais preparada para proteinas de

membrana, a C43(DE3). A seguir esta descrito resumidamente os métodos usados.

3.1.1. Obtencao da sequéncia da Glicosiltransferase alvo para expressdo em E.
coli

A sequéncia alvo foi amplificada por PCR do subclone que apresentou halo de
degradacao de acidos graxos em placas por meio dos primers flagueadores do vetor
pBlueScript SK(+) (Stratagene) T7 promoter (5 TAATACGACTCACTATAGGGS’) e M13
Reverse (5"CAGGAAACAGCTATGAC 37). O produto de PCR de aproximadamente
1200 pb foi sequenciado e a sequencia resultante foi analisada utilizando-se o banco de

dados de sequencias de DNA do NCBI. Em posse da sequencia de nucleotideos,
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primers especificos para clonagem em vetor de expressdo foram desenhados. Trés
construgdes do gene foram feitas com as mudangas apenas na porgao C-terminal da
GTM (porcdo transmembrana) a fim de diminuir a regido hidrofébica mergulhada na
membrana plasmatica. Assim temos: (i) GTM1 construgdo com toda, ou praticamente
toda porcao hidrofébica transmembrana; (i) GTM2 construgdo com parte da regiao
transmembrana; (iii) GTM3 construgdo com a retirada de toda regiao transmembrana. A

tabela 2 lista os primers usados em cada construgao.

Tabela 2. Sequencias dos primers usados para clonagem da GTM.

Construcdo Frag. (pb) MW (kDa) Primer direto (Ndel) Primer Reverso (Xhol)

GTM1 849 305  SATACATATGATGC 5AATACTCGAGCTACG
GCGACGACGA3'  AGTGTGTGCATTTGT 3

5’ATACATATGATGC 5AAGCTCGAGGGGGA

GTM2 750 28,6 GCGACGACGAZ CACAACC 3
SATACATATGATGC  5'AAACTCGAGGACCG
GTM3 654 25 GCGACGACGAZ GGGGCATGGT 3

3.1.2 Expressao e Purificacdo da Proteina Recombinante

Foi feita a expressdo das trés constru¢gdes da GTM conforme especificado na
tabela 2. Todas as construgdes em pET28a e pET29a nas seguintes células de E.coli:
C43(DE3), Rosetta(DE3) e C43(DE3) em co-expressao com o plasmideo pRARE foram
analisadas. Apenas a GTM2 em C43(DE3)pRARE apresentou-se parcialmente soltvel,

em pouca quantidade e extremamente instavel, mesmo na presenca de detergentes
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como o octil B-D-glucopiranosideo e surfactantes como triton X100 e tween 20 (fig 4).

Nas construcdes GTM 1 e GTMS3 nao foi detectada expressao na fragao soltvel.

MW kDa).

116-
66.2-

GTM
. 285kDa

Figura 4. Gel de SDS-PAGE 12%. M: marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Fermentas); I: fragao insoluvel; F: flow-through; L: lavagem; 1, 2, 3, 4, 5 e 6: eluicdo com 20
mM, 50mM, 75mM, 100mM, 200mM e 500mM de imidazol respectivamente.

A expressao da GTM1 (maior porgdo transmembrana) foi detectada
exclusivamente, na fragao insoluvel por western blot, com anticorpo anti-histag (Fig 5).
Além disso, é possivel supor que a proteina recombinante apresenta alta instabilidade,
sendo degradada rapidamente durante a extracdo e/ou apresenta expressao truncada.
Quanto a GTM3 (sem porcao transmembrana) niveis de expressao detectaveis néao

foram identificados.
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Figura 5. MW: marcador Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); 1: Fragéo
insoluvel GTM1; 2: Fragao soltvel.

3.1.3. Alinhamento da estrutura primaria de proteinas homodlogas

Glicosiltransferase metagenémica (GTM).

O alinhamento feito pela ferramenta DELTA Blastp (Domain Enhanced Lookup
Time Accelerated BLAST) mostrou que a GTM possui identidade de sequéncia, em
maioria, com genes de glicosiltransferases de microrganismos extremofilos. A bactéria
Paenibacillus sp. Oral tdxon 786 str D14 ja foi descrita na literatura, por obter identidade
com proteinas do tipo glicosil hidrolase encontradas em bibliotecas metagenémicas
[65]. O microrganismo Choroflexus aggregans € descrito como uma bactéria fototréfica
e encontrada em ambientes pouco explorados como em fontes termais do Artico [66].

Methylomicrobium album BG8 é uma bactéria metanotrofica, ou seja, capaz de utilizar
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metano como unica fonte de carbono e energia e sdo comumente encontradas em
ambientes marinhos, terrestres e de agua doce [67]. Methylacidiphilum infernorum é
também uma bactéria metanotréfica, extremamente acidofilica e termofilica. Essa
bactéria foi isolada de uma amostra de solo no Portao do Inferno (Tikitere), um campo
de metano que emite energia geotérmica na llha Norte da Nova Zelandia, a qual teve
seu genoma sequenciado em 2008 [68]. De acordo com o alinhamento da sequencia de
aminodcido das proteinas feitas pelo DELTA Blastp a identidade entre a GT
metagendmica (GTM) e as apresentadas acima foram: Methylacidiphilum infernorum
(80/251 = 32%); Choroflexus aggregans (75/241= 31%); Paenibacillus sp. Oral taxon
786 str D14 (67/228 = 29%) e Methylomicrobium album BG8 (71/247 = 29%),
considerada alta pela grande diversidade entre as GTs.

Com base no alinhamento apresentado nao é possivel demarcar com
seguranga o(s) sitio(s) ativo(s) da enzima estudada. De acordo com a literatura, pouco
ainda é conhecido sobre a estrutura, especificidade e mecanismo da maioria dessas
enzimas e com base apenas na sequéncia de aminoacidos as GTs estao classificadas
em mais de 50 familias [56]. Entretanto, o dominio e o sitio de ligagdo a metal estao

presentes e estéo ilustrados na Fig.4.
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60
GT_RGT |Pae : ———=——== TRQLTLD YDSETVYSY VIV DNE S RA H 61
PGT |M.albu : MNDKTPLPT ARDYLKK W DI H 68
GT2|C.aggr : —--MTWSVPE TROLLLD /M DN 1D : 66
GTs |Metage ! =————— e m e e e e — e )24 H 34
GTs|M.infe : ————— KK v RS : 63

GT_RGT | Pae Q 129
pPGTIM.albu A 136
GT2|C.aggr P 134
GTs |Metage G 102
GTs |M.infe E 131
140 * 160 * 180
GT_RGT | Pae : RGFPTPEASFYYAFGFSKLFPDNPRFNQYQLGYMDPNETYS D 197
pGT|M.albu : -GFPGVW FCRALALDTLFRSVRLFSGYSMAYWSQDSLRPEDI 203
GTZ2 |C.aggr : MFPNLI TGKKIRWRRRY¥ATN-——————————— DGSPAYETD 191
GTs |Metage : PAPTW E—————— LRRRKRVTPT—————— PDTNGLLEWE 157
GTs |M.infe : NFETL ANKSILRRLFPKKFPGKE—————— YQSGRPQ 193

GT_RGT | Pae
pGT|M.albu

ATYE 2 RRKPFEII FHEAMW YLRNYSWVTNA : 265
EAKAI ( SNAPVREYIRROEADLCMUNS HSP-PAVAA 2 270

GT2|C.aggr KQAATRMKARL Y FSKL ' YGQTAAWLL : 259
GTs |Metage vvs 2 OAVRTEAQI2ALESRLIFS TN TMPPLLAATV : 225
GTs|M.infe PWAKTLLSEARIRYWISR YRR TRHPLYKYLIL : 261
280 * 300 * 320 *
GT_RGT |Pae : YCGISLKFLLSLAKNRIELPVGTRT PSGANQPESBEVKVEVRS ———————————————— : 309
pGT |[M.albu : SCLHMALRLAGYACVMIILDPATQSGKYKMKRSWACLKWIVSGKAEHA— —————————— : 319
GT2|C.aggr QIIFFGKATLG-SI AGGGHHPTGKQFVRDGGLLWVAIRRRGRQPLTPERF————— : 313
GTs |Metage : NRVVRVVENTBGQLTLFARETILGCVP == == = —— m e e e e e e e e e e : 250

GTs|M.infe : GELIRLFLSLFLESLLY TFGKSPITRLKTAYKIALWHLKGMPDOMGLSSHQEIKCKKD : 321

Figura 6. Alinhamento sequencial da proteina GTM (42 linha) contra sequéncias homélogas
depositadas no banco de dados NCBI. 12 linha: GT de Paenobacillus sp. oral taxon 786 str D14
(ZP04853286); 22 linha: GT de Methylomicrobium album BG8 (ZP09862208); 32 linha: GT de
Choroflexus aggregans DSM9485 (YP002462161); 42 linha: GT metagendmica em estudo; 52
linha: GT de Methylacidiphilum infernorum (YP00193900).

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Figura 7. Dominio conservado de GT-2 apresentado pelo DELTA Blastp e o sitio de ligagéo a
metal.

65



Resultados Complementares

Esse dominio é conservado entre as glicosiltransferases da familia 2, GT-2
(GTA estruturalmente) que é um dos grupos de GTs mais estudados. A familia GT-2
tem mais de 950 membros, cujas fungbes sao bem generalizadas, desde a sintese de
biomassa como a celulose e quitina até a estrutura fina de lipopolissacarideo de
superficie celular [56]. Membros da familia GT-2 utiliza uma gama diversa de
nucleotideos doadores, predominantemente agucares UDP, mas também dTPD e GDP.
As GTs possuem sitio de ligagéo a metal, cation divalente, sendo os melhores cofatores
analisados 0 manganés (Mn®**) e o magnésio (Mg®"), sendo o manganés tido como o
melhor cofator [42, 56, 69]. Na familia GT-2, a sequencia do dominio C-terminal dos
mais de 950 membros é extremamente diverso. O dominio N-terminal, entretanto, exibe
um grau muito maior de semelhanca uma vez que eles se ligam a um grupamento
comum de nucleotideo, geralmente UDP, embora agucares como a GDP manose e
dTDP ramnose sao utilizadas pelas enzimas GT-2 [56]. Outra caracteristica dessas GTs
é o dominio conservado DXD/XDD [49, 69]. Deve ser ressaltado que mais de 70% das
ORFs contem a triade DXD, entretanto nem todas sao glicosiltransferases. Algumas
glicosiltransferares que possuem apenas um Unico sitio ativo contem mais de um
dominio DXD. Em contraste, o nimero de dominios DXD dentro de uma ORF nao é
necessariamente o reflexo de vérios centros cataliticos.[56].

A sequéncia de aminoédcidos da GTM (250aa) pode ser visualizada na figura 8,

bem como os provaveis dominios DXD/XDD.
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MRDDDHLVVVDNGSTDDSLIVLAREFPTVTVIANGCNAGYARACNQGLNTMPSDYVLFLNNDA
QLPPNALDRFAEDFVRDPALALIGAQLVAPDGSLQRSFAPAPTWHSELGLRRRKRVTPTPDTNG
LLPVETIVGACIAARRTAIDAVGPMDPDFFFYFEETEWCVRMRRHGWKIALDPVVSVTHRKGHS
TQAVRTEAQIEALRSRLLYYRKTMPPLLAATVTINRVVRVVLNTLGQLTLFAVTLGCVP

Figura 8. Sequencia de aminoacidos da GTM com os possiveis dominios DXD destacados em
negrito e sublinhados.

3.1.4 Analise funcional da GTM usando sondas fluorescentes

Esta reacdo estd fundamentada na agao catalitica de glicosiltransferases (GT) do
tipo Leloir, que utilizam derivados de nucleotideos como doadores de grupo glicosil.
Neste caso, utilizou-se a UDP-Gic (uridina difosfato glicose) (Sigma) como doador e o
composto  7-hidréxicumarina (umbeliferona) ou 7-hidroxi-4-metilcumarina  como
aceptores. Estes aceptores apresentam fluorescéncia na sua forma aniénica (pH > 6,5),
no entanto quando a GT catalisa a transferéncia do grupo glicosil levando a formacao
dos produtos 1a ou 2a (Fig. 9), com consequente diminuicdo da fluorescéncia do meio
reacional. Logo, os célculos de conversao sdo baseados na diminuigéo da intensidade
de fluorescéncia que corresponde a quantidade de substrato consumido, a qual quando
dividido pela intensidade de fluorescéncia inicial representa a fragdo de produto

formado.
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H HO
HO 0._0 o MnCl, HO oH
P N Hao IPTG o 0. _0
OH tp borato, pH 7,4, 50 mM
OUDP 30 °C, 200 rpm =

1,R=H
2,R=Me 1a, R=H
2a, R =Me

Figura 9. Esquema da reacao catalisada pela glicosiltransferase

Os clones submetidos aos ensaios foram cultivados em meio LB, suplementado
de antibidtico apropriado (30 pg/mL de canamicina, ou 34 pug/mL de cloranfenicol ou
100 pg/mL de ampicilina) a 37°C sob agitagao por aproximadamente 16 h. Uma fracao
de 1% v/v de cultura foi adicionado a um novo inoculo, 37°C, sob agitacao até atingir a
fase exponencial de crescimento (OD 0,8 a 1,0). Quando a cultura atingiu OD préximo
de 1 (0,8 - 1,0) a indugao da expressao génica foi iniciada com a adigdo de 0,5 mM de
IPTG, a 25°C, sob agitagéo por 16 h.

Para o teste, foram utilizados todas as construgdes para o gene GTM listadas na
tabela 2, bem como os controles de cada clone que sao as células com os vetores sem
o inserto. O subclone plasmidial denominado B9, no qual foi identificado um halo de
degragao em placas de agar-tributirina também foi analisado.

Apbs o periodo de indugdo, 1 mL dos meios de cultivos de cada clone foram
transferidos para tubos estéreis, sendo os mesmos centrifugados por 5 min a 10000 g.
Os sobrenadantes foram separados das células, e estas pesadas e ressuspensas em
tampao borato (pH 7,4 50 mmol/L), e posteriormente diluidas para uma concentragéo

final de 0,2 mg/mL.
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As reacdes foram realizadas em placas de polipropileno de 96 pocos, sendo os
ensaios realizados em quadruplicatas e os controles em duplicata, segundo as
condicdes abaixo:

Ensaios (E): solugéo de sonda fluorescente 1 ou 2 (5 pL, 2 mmol/L); solugdo de UDP-
glicose (5 pL, 8 mmol/L); solugao de MnCl; (5 uL, 20 mmol/L); solucao de IPTG (5 uL, 8
mmol/L); solugao tampao borato (80 pL, 50 mmol/L, pH 7,4) e suspenséo celular (100
pL, 0,2 mg/mL).

Controle (C): solugao de UDP-glicose (5 pL, 8 mmol/L); solugdo de MnCl, (5 uL, 20
mmol/L); solugéo de IPTG (5 pL, 8 mmol/L); solugao tampao borato (85 uL, 50 mmol/L,

pH 7,4) e suspenséo celular (100 pL, 0,2 mg/mL).

As reacdes foram mantidas a 30°C, 200 rpm e as leituras de fluorescéncia foram
realizadas a cada 24 h por até 72 h. As leituras de fluorescéncia foram realizadas em
leitor de placas Enspire (Perkin-Elmer) utilizando comprimentos de onda de excitagao
de 370 nm e de emissao de 460 e 440 nm para os substratos 1 e 2, respectivamente.

Para os calculos das porcentagens de conversdao da sonda fluorescente no
produto glicosilado (% P), considera-se as intensidades de fluorescéncia da reagao no
tempo 0 e no tempo t. Logo, as intensidades de fluorescéncia obtidas nos ensaios no
tempo 0 (FEp) sao diminuidas das respectivas intensidades no tempo t (FE), sendo a

diferencga dividida intensidade final , segundo a equagéo abaixo:

(FEy — FE;)

o P =
% [ FE,

]x100

Nao foi observada atividade catalitica dos clones avaliados na presenca de

ambos os substratos (aceptores) avaliados. No entanto, a adi¢ao de IPTG, com o intuito
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de manter a indugao da expressao da enzima também nos ensaios, pode ter acarretado
a transferéncia do grupo glicosil da UDP-Gic para o IPTG (ver esquema abaixo), uma
vez que este Ultimo é um monossacarideo modificado derivado da galactose, e
possivelmente pode ser mais bem aceito pela GTM do que os aceptores derivados de
cumarina avaliados neste experimento. Este teste sera repetido na auséncia de IPTG.

Esquema 2. Possivel transferéncia da UDP-Gic para o IPTG.

OH
HO Q
HO OH HO
HO s. 7 Ho ™
OH OH tp borato, pH 7,4, 50 mM Q
7/ OuUDP 30 °C, 200 rpm HO s
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste estudo, uma nova epdxido hidrolase (AbEH) foi caracterizada, utilizando-
se de ferramentas de biologia molecular e bioquimica para a caracterizacao de
proteinas. A AbEH, mostrou potencial para aplicagao na preparacgao de epéxidos quirais
e didis viciais.

A parte, uma glicosiltransferase foi encontrada em material metagendémico.

Embora, apesar dos esforgos, ainda nao foi possivel sua caracterizagao funcional.

- Dentre os resultados obtidos para a AbEH ressalta-se:

i) A AbEH recombinante foi caracterizada, quanto a composi¢gdo da sua estrutura
secundaria, por dicroismo circular, e como resultado tivemos uma composigao tipica de
o/B hidrolases. O estado oligomérico da AbEH analisada por filtragdo em gel foi
determinada como um dimero em solugdo de aproximadamente 79 kDa, resultados
esperados para epdxidos hidrolases.

i) Os parametros cinéticos da AbEH foram determinados com a sonda fluorescente
O-(3,4-epoxibutil)Jumbeliferona, a qual foi 100% hidrolisada em 30 minutos em pH 6 a
30°C, inferindo-se as condic¢des ideias para a atividade da enzima.

iii) A AbEH em sistema aquoso com 8 mM de SO (6xido de estireno) racémico foi
capaz de hidrolisar 100% do R-SO em apenas 5 minutos de reacdo. Para este
substrato em concentragdes proximas, nenhuma outra EH obteve a mesma eficiéncia.
iv)  As reagdes em sistema soélido-liquido da AbEH com os substratos SO e cis-3-

fenil-2,3-epoxipropancato  de etila racémicos apontou um comportamento
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enantioconvergente da enzima. Os didis foram obtidos com alto excesso enantiomérico
e 0s epodxidos remanescentes permaneceram racémicos no meio reacional. O sistema
sélido-liquido foi muito eficiente para evitar a hidrélise espontdnea dos epdxidos, um
problema recorrente desses substratos.

V) As reacdes em sistema bifasico liquido-liquido da AbEH usando como solventes
orgénicos o heptano e iso-octano foram efetivos para a hidrélise de SO e do 1,2
epoxioctano racémicos, aplicagcdo na qual a AbEH apresentou, embora discreto,
comportamento enantioconvergente. Neste sistema os produtos da reagédo (diol e
epdxido) puderam ser analisados sem necessidade de separacao, o diol é recuperado
diretamente da fase aquosa e o epdxido da fase organica. Neste caso também nao foi
detectada hidrélise esponténea dos epéxidos.

O emprego desta AbEH garante a obtengao de dibis vicinais quirais a partir de
epdxidos racémicos de forma régio- e enantiosseletiva, sendo também efetiva na
resolucao cinética de epodxidos como o R/S- SO, em solugdo aquosa obtendo-se o S-
SO enantiopuro.

Essa nova AbEH ainda tem muito a ser explorada quanto a sua performance
catalitica, bem como o inédito comportamento enantioconvergente. H4 uma miriade de
substratos de importancia biolégica a serem testados, assim como a tolerancia da
AbEH com altas concentragdes de substratos. Em adicao, mutagdes sitio dirigidas pode
melhor e /ou gerar caracteristicas ainda melhores para a atividade e eficiéncia
enzimatica. Sao inumeras as possibilidades em biologia molecular e biocatalise para
explorar uma enzima tao versatil.

- Dentre os resultados obtidos quanto a biblioteca metagendémica e a glicosiltransferase

GTM encontrada, podemos concluir:
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A metagendbmica é uma importante ferramenta na busca por novas
enzimas/proteinas, pois possiblita 0 acesso a um pool de material genético
inédito de uma grande diversidade de organismos. Entretanto, as ferramentas de
triagem ainda precisam melhorar muito quanto a acurécia e precisao, pois geram
muitos falsos positivos. Esse problema ocasiona em um atraso na pesquisa,
tornando dispendioso todo o percurso de trabalho.

O gene que codifica a GTM foi clonado em trés construcdes diferentes, em varias
linhagens de E. coli e dois vetores. Apesar da expressao da proteina ter sido
detectada, a purificagao/solubilidade foi muito baixa impossibilitando analises
subsequentes como: andlise de estrutura secundaria, estado oligomérico e
atividade enzimatica. Ensaios enzimaticos com células integras usando sonda
fluorescente também nao detectou atividade.

Apesar das dificuldades encontradas ainda ha& opg¢des para tentar
solubilizar a GTM. A co-expressao da GTM com uma chaperona pode aumentar
a quantidade da proteina na fragado soluvel. Ainda, a recuperagdo da proteina
dos corpos de inclusdo com desnaturagao e refolding, ou a clonagem do gene
com uma proteina de fusao Trx, NusA, MBP, podem ser ferramentas uteis para

recuperar a GTM solavel.
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