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Resumo

Estudos sobre a clonagem e expressao do gene SEH1 (epdoxido
hidrolase) de Pichia stipitis em Pichia pastoris

Epoxidos enantiopuros e didis vicinais tém sido utilizados na sintese de
inumeras moléculas bioativas. Dessa forma, as epoxido-hidrolases microbianas
capazes de hidrolisar enantioseletivamente ep6xidos racémicos emergiram como
uma alternativa promissora na obtencdo destes compostos. Recentemente, a
linhagem P. stipitis CCT 2617 foi selecionada por apresentar atividade hidrolitica
frente a epdxidos terminais e teve seu genoma completo publicado. Assim, esta
levedura foi selecionada para o trabalho de clonagem e expresséo de sua epdxido
hidrolase. Neste trabalho, a clonagem do gene SEH1, que codifica para a epdxido
hidrolase de P. stipitis, foi efetuada com sucesso em P. pastoris, tanto no vetor
pPICZa A, quanto no vetor pPICZ B. A clonagem da proteina com a cauda de
histidina deve auxiliar na deteccdo da expressdo. A deteccdo de uma banda,
referente a uma proteina de 46 kDa, no gel de eletroforese foi um indicio de que a
expressao da enzima SEH (contendo o fator a) ocorreu, porém, ndo conseguimos
reproduzir este resultado posteriormente. Além disso, buscamos melhores
alternativas para a detec¢ao da atividade enzimatica, como o teste de adrenalina e
0 ensaio baseado em substrato fluorogénico, que devem ser aperfeicoados para a
utilizacdo com células integras. A modelagem computacional da estrutura
tridimensional da PSEH resultou em um modelo contendo 40% de hélices a e 12%
de folhas B. Determinamos que os residuos que devem fazer parte do sitio ativo
sao Tyr319, Asp209, Asp352 e His383 e, tendo em vista que a PSEH deve se
apresentar na forma de um homodimero com sitio ativo similar ao das EHs de P.
aeruginosa, A. radiobacter e A. niger, nossa hipdtese € que esta enzima deve
hidrolisar epdxidos pouco volumosos e aromaticos com algum nivel de

enantiosseletividade.
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Abstract

Studies towards cloning and expression of SEH1 gene (epoxide
hydrolase) of Pichia stipitis in Pichia pastoris

Enantiopure epoxides and vicinal diols have been used to prepare a number
of bioactive molecules. Thus, the microbial epoxide hydrolases able to
enantioselectivity hydrolyze racemic epoxides emerged as a promising alternative
in the synthesis of these compounds. Recently, the P. stipitis CCT2617 strain was
selected due to the presence of hydrolytic activity against terminal epoxides and
had its genome completely described. Therefore, this yeast was selected for
cloning and expression of the gene SEHT1, which was annoted as epoxide
hydrolase. In this work, the cloning of SEH1 gene, codifying for the epoxide
hydrolase of P. stipitis, was done with success in P. pastoris, both in pPICZa A and
pPICZ B vectors. The cloning of the protein with a histidine tag should help in the
detection of expression. The detection of a protein with 46 kDa evidenced that the
expression of SEH enzyme (containing the a factor) is occurring, however, this
result was not reproducible due to the sample degradation. Furthermore, better
alternatives for the detection of enzyme activity were performed, as adrenaline test
and fluorogenic assay, which must be optimized for application with whole cells.
The 3D structure computational modeling of PSEH resulted in a model that
contains 40% of a helices and 12% of B sheets. Our hypothesis is that the residues
that make part of the active site are Tyr319, Asp209, Asp352 and His 383. And,
considering that the PSEH should be in the homodimeric form with an active site
similar to that of the EHs of P. aeruginosa, A. radiobacter and A. niger, this enzyme
should hydrolyze small and aromatic epoxides probably with some
enantioselectivity.



indice

Lista de Abreviaturas...........ccceemmmmmmmminniisssss s s Xii
Lista de Tabelas .......ccccceiiiiiiiiiiiienesn s Xiii
IES o= o L= T 11 T Xiv
IES o= W L= =T U=y T T XVi
1. INrOdUGAO0 ... 1
1.1, EPOXidO NIArOlaSeS ....coo ot 3
1.2. Epoxido hidrolase de Pichia SHPIHIS ............ceeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 9
1.3. Sistema de expressao em Pichia pastoriS.............ccccuueeeeiiieiiiiicciiieeeennn. 10
1.4. Resumo dos resultados anteriores............eeeeeveeoiiiiiiiiieeeiee e 12
P © ] ¢ 1= 7 1o 14
3. Materiais @ Metodos........ccccomiriiirsmr i 15
3.1, OligonUuCIEOtIAEOS ... 15
3.2. Tampoes € OUtras SOIUGOES .......ceiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieee et 15
3.3, MICrO-0rganiSIMOS ....ccceiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeees 16
BT Y= (o] = T PSS 17
R T |V (=T Lo T e (= o ]|V 17
3.6. Cultivo e Manutencdo das Linhagens ... 19
3.7. Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR).......ccouvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 19
3.8. Tratamento com enzimas de restriCa0 .........oovviiiiiiiiiieiiiie e 20
3.9. Desfosforilagéo das extremidades 5’ de fragmentos de DNA .................. 21
3.10. Ligacdo de moléculas de DNA ... 21
3.11. Purificag@0 de DNA ... 21
3.12. Purificagdo de DNA plasmidial ..........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 22
3.13. Purificagdo de DNA gendmiCo .......oooiuiiiiiiiiiiieeeeiieeeee e 22
3.14. Determinacéao espectrofotométrica da concentracdo de DNA.................. 22
3.15. Preparacao de células eletrocompetentes. .........coovvevevieiieiiiieeiieieieeneeennnn. 22
3.16. Eletrotransformacan ............eeeeiiiiii i 24
3.17. Eletroforese de DNA ... ... e 25
3.18. Eletroforese de proteinas .......ccouee oo 25
3.19. Triagem enzimatica de alto desempenho com sonda fluorogénica.......... 25
3.20. Teste de expressao das linhagens recombinantes de Pichia pastoris..... 26
3.21. Triagem enzimatica de alto desempenho em placa contendo meio sélido
27
3.22. Teste de adrenaliNg.........coeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 27
3.23. Sequenciamento de DNA ... ... 28
3.24. ANANSES M SIlICO......cceeeieeeeee e 28



4. Resultados e Discussao
41. Analises in silico........
5. Conclusao .....cceeeemrmuennns

6. ANEXOS....cirirmurmeirmrmnrnnns

Xi



Lista de Abreviaturas

A600nm
ANEH

BSA
CCT
dNTP
Da
DMSO
DNA
E
EDTA
ee

EH
NCBI
pb
PCR
PDB
PSEH
RCSB
rpm
SDS-PAGE
TBE

Absorbéancia medida a 600 nm

Epdxido Hidrolase de Arpergillus niger

Bovine Serum Albumin

Colecao de Culturas Tropicais
Desoxirribonucleotideos Trifosfatados

Dalton

Dimetil Sulféxido

Acido Deoxirribonucléico

Razao Enantiomérica

Acido Etileno Diamino Tetra acético

Excesso Enantiomérico

Epoxido Hidrolase

National Center for Biotechnology Information
Pares de Bases

Reacao em Cadeia da Polimerase

Protein Data Bank

Epdéxido Hidrolase de Pichia stipitis

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
Rotacdes por Minuto

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Tampéo Tris-borato-EDTA

Xii



Lista de Tabelas

Tabela 1. Hidrélise do trans-1-fenil-1,2-epéxi-propano 6
Tabela 2. Oligonucleotideos 15

Tabela 3. Valores de absorbancia obtidos no teste de adrenalina utilizando
diferentes concentragcdes de periodato de sédio 47

Tabela 4. Valores de absorbancia corrigidos obtidos no teste de interferéncia de
células 48

Tabela 5. Ponto Isoelétrico (pl) e massa molecular (MW) teéricos das enzimas
citadas nesse trabalho 49

Xiii



Lista de Figuras

Figura 1. (A) Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (B)
Fotodocumentacao do gel de eletroforese analitico das reagcdes de PCR utilizadas
para amplificacdo do gene SEH de Pichia stipitis. M: Padrao de peso molecular; 1-
4: Reacgdes de PCR utilizando como DNA molde as amostras de 1 a 4. Condigdes
da PCR: Phusion DNA Polymerase (Finnzymes), 25 ciclos, Tm = 51,0 °C........... 30

Figura 2. Fotodocumentacdo do gel de eletroforese analitico da reacado de
clivagem do vetor pPICZaA com enzimas de restricdo. M: Padrdao de peso
molecular; 1: tratamento com a enzima Xbal; 2: tratamento com a enzima Notl; 3:
VEtOr NA0 lINEANZAUO. vueerrrerremnnssrrrnmnsssrrrrnnssssrrnmnssssrrnmssssssssnnsssssssnnssssssnnnssssssnnnnsnnees 31

Figura 3. Fotodocumentacdo do gel de eletroforese analitico da reacédo de
clivagem do fragmento SEH com as enzimas de restricao Xbal e Nofl. M: Padrao
de peso molecular; 1 e 3: amostras de fragmento tratadas. ...eeeecccviirrrrmmreemsnns. 32

Figura 4. Fotodocumentacdo do gel de eletroforese analitico da analise de
restricdo para confirmacgéo da presenca do fragmento SEH no vetor pPICZa A. M:
Padrao de peso molecular; CN: Controle negativo; 1-5: Reacdes utilizando o DNA
plasmidial das amostras de 1 @ 5. .uuuiiccismmmmrmmrrnini s —————— 33

Figura 5. Mapa do vetor pPICZa A. ....essnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 35

Figura 6. Fotodocumentacdo do gel de eletroforese analitico da reacédo de
linearizagao vetor pPICZa A — SEH 2 com Dral. M: Padrao de peso molecular; 1-
3: amostras das reacoes de linearizagdo do DNA plasmidial. ....cceeeeerrrrmmmmmmsssssnnnns 36

Figura 7. Exemplificacdo da triagem em placa contendo meio sélido e 2 mM de
substrato, clones: P. pastoris KM71H + pPICZOA — SEH 2....covviiivvrissssssssssssssssnnns 38

Figura 8. Fotodocumentacdo do gel de poliacrilamida analitico de amostras
coletadas durante a inducdo da expressdo. M: Padrdo de peso molecular: Pre-
stained Broad Range (Bio Rad); C: Controle - Albumina, 96 h: Aliquota da inducao.

Figura 9. (A) Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Fermentas); (B) Fotodocumentacdo do gel de eletroforese analitico das reacdes
de PCR utilizadas para amplificacdo do gene SEH de Pichia stipitis. M: Padrao de
peso molecular; | e E: Reagbdes de PCR para clonagem no pPICZ B e pPICZa A,
FESPECHIVAMENTE. e nnan 40

Figura 10: Fotodocumentacdo do gel de eletroforese analitico da reagao de
clivagem do vetor pPICZa A com enzimas de restrigdo. M: Padrdo de peso
molecular (Fermentas); Fragmentos tratados: | (intra), E (extra), B (pPICZ B) e A
T (7o ) T 41

Xiv



Figura 11. Fotodocumentacdo do gel de eletroforese analitico da analise de
restricdo para confirmagéo da presencga do fragmento SEH nos vetores. M: Padréo
de peso molecular; CN: Controle negativo; I1: clone para expressao intracelular;
E1-E3: clones para expressao extracelular. .o mmmmmminsssssmmssssssssnsssssnssssssssssnnnnns 42

Figura 12. Fotodocumentacdo do gel de eletroforese analitico da reacdo de
linearizacdo dos vetores com Dral. M: Padrdo de peso molecular; a direita:
=10 ] =T 45

Figura 13. Modelos obtidos para a PSEH, destacando as hélices a (em rosa) e as
0] [P (=T 0 T= 0 £ F= =] o ) 50

Figura 14. Representacdo da estrutura da PSEH, destacando a localizagdo do
fator a (em vermelho) e da cauda de histidina (em azul). ...eeeeeeeeeeemmmmmemmmmeeennennnnnns 52

Figura 15. Representacao da estrutura da PSEH, com destaque para Tyr258 (em
roxo), Tyr319 (em verde), Asp209 (em azul), Asp352 (em amarelo) e His383 (em
172 0 0= T ) 55

Figura 16. Comparacéao entre a posicao da Tyr381, que faz parte do sitio ativo da
1EK1 (em branco), com a Tyr258 da PSEH (em CiNza). ...cccceerreeniiiissnmmmmsnnnnnnnnnns 56

Figura 17. Representacao do sitio ativo da PSEH, Tyr319 (em verde), Asp209 (em
azul), Asp352 (em amarelo) e His383 (em vermelho). ...ccovvvirmmmmssmmssssssssssssnssnnnnnes 57

Figura 18. Sobreposi¢cdo da PSEH (estrutura em azul e residuos do sitio ativo em
cinza) com a 1EK1 (estrutura em vermelho e residuos do sitio ativo em branco). 58

Figura 19. Sobreposi¢cdo da PSEH (estrutura em azul e residuos do sitio ativo em
cinza) com a 3128 (estrutura em vermelho e residuos do sitio ativo em branco). . 59

Figura 20. Sobreposi¢cdo da PSEH (estrutura em azul e residuos do sitio ativo em
cinza) com a 3KDA (estrutura em vermelho e residuos do sitio ativo em branco).59

Figura 21. Exemplo do tipo de substrato aceito pela EH de P. aeruginosa (A) 1-
bromo-2,3-epoxi-propano, (B) cis-2,3-difeniloXirano. wuussssssssssssssssssssssssssssssns 60

Figura 22. Sobreposi¢cdo da PSEH (estrutura em azul e residuos do sitio ativo em
cinza) com outras EHs (estrutura em vermelho e residuos do sitio ativo em
branco), sendo (A) 1EHY, (B) 1Q07 € (C) 3G02. ..ccvvrrrrrrssssssssssssssssssssssssssssssssssns 61

XV



Lista de Esquemas
Esquema 1. Exemplo de utilizagcdo de epdxido enantiopuro como precursor na
producdo industrial do fArmaco INAINAVIIMBE.........ccceeeeeeererersrersrsesrssssssssssssssssssssssssenas 2

Esquema 2. Representacdao esquematica do mecanismo de atuacao da epdxido
hidrolase de A. ragiODACIEI'®. ...uuiicsieisiseseeseseseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnan 4

Esquema 3. Representacdo esquematica de uma reacdo enantioconvergente
utilizando a ANEH e catalise acida para a obtengdo do composto enantiopuro®...7

Esquema 4. Representacdo esquematica de uma reacdo enantioconvergente
utilizando as EHs de A. niger (ANEH) e B. sulfurescens (BSEH). Entre parénteses
estdo indicados o rendimento e 0 ee, respectivamente?®.........cuueeeeeeeessssnsssssssnsnnns 8

Esquema 5. Representagdo esquematica de uma reagdo enantioconvergente
utilizando um uUnico biocatalisador para a obtencdo do composto enantiopuro®.... 9

Esquema 6. Representacdo esquematica do ensaio fluorogénico para deteccao

da epoxido hidrolase de P. stipitis (PSEH). .uccscccecessesssssssesssssssssssns 37
Esquema 7. Modelo de reagcao da epdxido hidrolase de P. stipitis (PSEH)
utilizando fenil glicidil éter COmMO SUDSHFAtO™.....ouiueceeerrerscecesssssse e ssssssesssssssaeas 37

Esquema 8. Representacao esquematica do teste de adrenalina para detecc¢ao da
ep6xido hidrolase de P. stipitis (PSEH)*!. ....ceeeeeeeeeeeeeessesesssesssssssssssssssssssssssssssans 46

Esquema 9. Reacéo de hidrélise da leucotoxina catalisada por EH*.........cu.u..... 58

XVi



1. Introducao

Em drogas racémicas, os enantibmeros podem ser absorvidos ou
degradados a diferentes taxas, tendo atividade farmacoldgica igual ou distinta,
com uma das formas sendo inativa ou mesmo toxica. Dessa forma, o “US Food
and Drug Administration” (FDA) tem imposto a introdugdo de substancias ativas
em sua forma enantiopura através de regulamentacdes cada vez mais rigorosas'.
Portanto, o desenvolvimento de novas tecnologias para a produ¢cado de compostos
opticamente puros, tem dado a catalise quimica assimétrica posicao de destaque
na quimica organica moderna®.

Os requerimentos para a sintese de compostos opticamente ativos podem
ser alcancados utilizando, por exemplo, catalisadores de metais de transicao® ou
por biocatélise com a aplicagdo de enzimas®*. Neste contexto, um grande niimero
de sistemas de triagem enzimatica tem sido utilizado para detectar atividades
cataliticas para aplicagdo em inumeras transformacdes de substratos e em
reacdes enantiosseletivas®. Estes sistemas permitem a deteccdo da atividade
enzimatica indiretamente, através de uma mudanca de cor da amostra ou do

crescimento microbiano diferenciado devido a selec¢éo bioldgica, por exemplo.

! Stinson, S. C. Chem. Eng. News 2000, 78, 55.

® Reetz, M. T. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2004, 101, 5716.

® Brunner. H.; Zettimeier, W. Handbook of enantioselective catalysis with transition metal
compounds, vol I-1l. 1993, VCH, Weinheim, Germany; Ojima (ed) Catalytic asymmetric synthesis
1993, VCH, Weinheim; Noyori, R. Asymmetric catalysis in organic synthesis 1994, Wiley-UCH,
New York; Jacobsen, E. N.; Pfaltz, A.; Yamomoto, H. (eds) Comprehensive asymmetric catalysis
1999, Springer, Berlin Heidelberg New York.

* Davies, H. G.; Green, R. H.; Kelly, D. R.; Roberts, S. M. Biotransformations in preparative organic
chemistry: the use of isolated enzymes and whole cell systems in synthesis 1989, Academic Press,
London; Wong, C. H.; Whitesides, G. M. Enzymes in synthetic organic chemistry 1994, Drauz, K.;
Waldmann, H. (eds) Enzyme catalysis in organic synthesis: a comprehensive handbook 1994,
VCH, Weinheim, Germany; Faber, K. Biotransformations in organic chemistry 1994, Springer,
Berlin Heidelberg New York.

® Reetz, M. T.: Enzyme Assays: High Throughput Screening, Genetic Selection and Fingerprint
2006, Wiley-VCH; Schrader, W.; Eipper, A.; Pugh, D. J.; Reetz, M. T. Can. J. Chem. 2002, 80, 626;
Welch, C. J.; Pollard, S. D.; Mathre, D. J.; Reider, P. J. Org. Lett, 2001, 3, 95; Reetz, M. T.; Becker,
M. H.; Klein, H-W.; Stéckigt Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 1758; Reetz, M. T; Zonta, A.;
Scimossek, K.; Liebeton, K.; Jaeger, K. E. Angew. Chem. Int. Ed. 1997, 36, 2830; Reetz, M. T;
Wilensek, S.; Zha, D.; Jaeger, K. E. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 3589; Reetz, M. T. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 2004, 101, 5716; Reetz, M. T.: Comprehensive Review of Directed Evolution of
Enantioselective Enzymes In Advances in Catalysis 2006, Ed. Gates, B. C., Knézinger, K.; Elsevier.
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Epoxidos enantiopuros e didis vicinais sao utilizados para a sintese de
drogas antiobesidade, nematocidas, agentes anticAncer e inUmeras outras
moléculas bioativas®’. Um exemplo é o epéxido utilizado como precursor na
sintese do Indinavir® da Merck (Esquema 1), um inibidor de protease de HIV,
cujas vendas produziram receitas superiores a US$ 500 milhées em menos de

trés anos no mercadoS.

= N OH L

BuHIN""~0

Esquema 1. Exemplo de utilizacdo de epdxido enantiopuro como precursor na

producdo industrial do farmaco Indinavir®®.

Dessa forma, as epoxido hidrolases microbianas capazes de hidrolisar
enantioseletivamente epodxidos racémicos emergiram como uma alternativa
promissora na obtencao destes compostos.

Recentemente, utilizando sondas fluorogénicas para triagem de atividade
enzimatica, a linhagem P. stipitis CCT 2617, foi selecionada por apresentar
atividade hidrolitica frente & epdxidos terminais®. Devido ao interesse do grupo de
pesquisas em desenvolver projetos voltados para a obtencdo de enzimas, e
considerando o trabalho recentemente publicado relatando o genoma completo de
P. stipitis’ (o que facilita enormemente o trabalho de desenho dos primers
necessarios para amplificacdo do gene que codifica para a enzima em estudo)
esta levedura foi selecionada para o trabalho de isolamento, clonagem, expressao
da epoxido-hidrolase e posteriores modificagdes da enzima via evolugao dirigida.

6 Simeod, Y.; Faber, K. Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 40.

’ Kotik, M.; Brichac, J.; Kyslik, P. J. Biotechnol. 2005, 120, 364.

® Breuer, M.; Ditrich, K.; Habicher, T; Hauer, B.; KeBeler, M.; Stirmer, R.; Zelinski, T.

Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 788.

% Bicalho, B.; Chen, L. S.; Grognux, J.; Reymond, J. L.; Marsaioli, A. J. J. Braz. Chem. Soc 2004, 6,
911; Mantovani, S. M. Dissertacdo de Mestrado — IQ, Unicamp 2007 .

1% qu Preez, J.C.; van Driessel, B.; Prior, B.A. Appl. Microbiol. Biotechnol. 1989, 30, 53.



O gene em questao foi anteriormente isolado e sua expressao em sistemas
heterdlogos, utilizando diferentes linhagens de E. coli como hospedeiro e varios
vetores (ver item 1.4) para a producao da proteina, ndo levou a producédo de uma
enzima funcional. Uma alternativa bastante viavel consiste em adotar um sistema
de expressdao em eucarioto, P. pastoris, um dos sistemas de expressédo
heteréloga mais eficientes para genes eucariotos'".

1.1. Epoxido hidrolases

As epoxido hidrolases (EC 3.3.2.3) sdo responsaveis pela desintoxicacao
de xenobibticos e estdo envolvidas na sintese de mensageiros quimicos e
metabdlitos secundarios. Estas enzimas podem fazer parte do metabolismo de
uma variedade de epoxidos, desde pequenos e alifaticos até poliaromaticos
impedidos'?, muitos dos quais sdo mutagénicos e/ou carcinogénicos. Os epdxidos
sao geralmente formados pela oxidacdo de compostos olefinicos ou aromaticos,
catalisada por citocromo P-450'. Sua toxicidade esta relacionada com a alta
reatividade do anel oxirano, o qual devido ao seu carater eletrofilico, pode reagir
com uma variedade de nucledfilos biolégicos. A transformacado enzimatica de
epoxidos a didis é de vital importancia para a regulacdo celular. Os dibis
resultantes sdo mais solluveis em agua e podem ser facilmente eliminados do
organismo'®. As EHs solGveis de mamiferos tém varias funcdes biolégicas no
metabolismo de lipideos e na regulacdo da pressdo sanguinea, ja as EHs
microbianas tém um papel importante no metabolismo de compostos organicos,
sendo que, cada uma possui sua propria preferéncia por substratos.

A maioria das EHs conhecidas pertence a classe das a/B-hidrolases e
possui uma triade catalitica que consiste de dois residuos de acido aspartico e um
residuo de histidina. A triade é altamente conservada, mesmo que a similaridade
entre as sequéncias seja baixa'*.

! Cereghino, J. L.; Cregg, J. M.; FEMS Microbiol. Rev. 2000, 24, 45.

2 Widersten, M.; Gurell, A.; Lindberg, D. Bioch. Bioph. Acta 2010, 1800, 316.

13 Chiappe, C.; Cordoni, A.; Lo Moro, G.; Palese, C. D. Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9, 341.
' Archelas, A.; Furtoss, R. Tibtech 1998, 16, 108.



As EHs sao enzimas independentes de co-fatores e encontradas em uma
variedade de organismos, de bactérias a mamiferos, podendo possuir alta
enantiosseletividade e atividade'®. Tais fatores tiveram como conseqiiéncia o
interesse em utilizar essas enzimas em sintese organica.

Dessa forma, as epdxido hidrolases passaram a ser objeto de estudo, o
qgue levou a determinacdo da estrutura tridimensional da epdxido hidrolase (EH)
de Agrobacterium radiobacter'® e & proposta de um mecanismo de atuacéo'®, no
qual dois residuos de tirosina (Tyr152 e Tyr215) ativam o anel oxirano para o
ataque nucleofilico de um residuo de aspartato (Asp107). Na segunda etapa,
ocorre a hidrolise da ligacdo carboxilica, do intermediario formado, por uma
molécula de agua ativada pelo par His275 e Asp246, fornecendo assim o diol

vicinal como produto (Esquema 2).

Tyr152, -, Tyr215 Tyr152,0 . Tyr215 Tyr152, «Tyr215
(o3} o] o] 0] o o]
H H H H H
4
o H-0 oH
o ./ “Ph 0. o~ Ph 0. g HO  mh
| B |
Asp107 ASPIO7 Asp107
]
N N—, HN-—,
N T/ His275 N7 His275 N7 His275
o H o H )
0.0 o o o o
Asp246 Asp246 Asp246

Esquema 2. Representacao esquematica do mecanismo de atuagéo da epdxido
hidrolase de A. radiobacter'®.

Outras EHs tiveram sua estrutura resolvida e apresentaram mecanismo de

atuacao muito semelhante ao descrito anteriormente, como no caso de uma EH

15Archelas, A.; Furtoss, R. Curr. Opinion in Biotechenol 2001, 5, 112.
16 Nardini, M.; Ridder, I. S.; Rozeboom, H. J.; Kalk, K. H.; Rink, R.; Janssen, D.B.; Dijkstra, B.W.
J Biol Chem 1999, 274, 14579.



humana'’ e da EH de Aspergillus niger'®. Como no mecanismo proposto, o
ataque nucleofilico inicial pode ocorrer em qualquer um dos dois atomos de
carbono do anel oxirano, a configuragdo absoluta do diol pode ser mantida ou
invertida, dependendo da preferéncia da enzima.

No caso da EH de A. radiobacter, observa-se a preferéncia pelo (R)-
enantiémero. Por exemplo, na abertura do éxido de estireno racémico o (R)-diol é
formado com uma razdo enantiomérica (E) igual a 17'°. J& no caso da EH de
Aspergillus niger € observada a preferéncia pelo (S)-enantibmero. Por exemplo,
na reagdo com o fenil glicidil éter racémico, o (S)-diol é formado com E = 4,68,
Esta Ultima enzima foi expressa com sucesso em E. coli'®, assim como as EHs de
Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula araucariae e Rhodotorula g/utiniszo,
sendo que a Ultima também foi expressa em P. pastoris?'.

As EHs destas leveduras foram testadas na hidrélise do trans-1-fenil-1,2-
epoOxi-propano e apresentaram preferéncia pela reacdo com o (1S5,25)-
enantibmero, principalmente no caso das enzimas expressas no sistema

heterélogo, conforme apresentado na Tabela 12°.

7 German, A. G.; Christophe, M.; Bruce, D.; Hammock, |.; Christianson, D. W. Biochem. 2004, 43,
4716.

18 Reetz, M. T.; Bocola, M.; Wang, L.W.; Sanchis, J.; Cronin, A.; Arand, M.; Zou, J.; Archelas, A;
Bottalla, A.; Naworyta, A.; Mowbray, S. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 7334.

19 Lingyun, R.; Li, C.; Wilfred, C.; Kenneth, F. R.; Thomas, K. W. App!/ Environ Microbiol. 2005, 71,
3995.

20 visser, H.; Weijers, A. G. M.; van Ooyen,A. J. J.; Verdoes, J. C. Biotechnol. Lett. 2002, 24, 1687.
1 Kima, H. S.; Lee, S. J.; Lee, E. Y. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2006, 43, 2.
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Tabela 1. Hidrdlise do trans-1-fenil-1,2-epoxi-propano

Organismo Linhagem E
R. glutinis CBS8761 24
R. toruloides CBS14 6
R. araucariae CBS6031 5
E. coli BL21(DE3)RgEphf 61

E. coli BL21(DE3)RtEph1 100

E. coli BL21(DE3)RaEphf 20

Onde, RgEph1, RtEph1 e RaEph1, sdo EH de R. glutinis, R. toruloides e R.

araucariae, respectivamente.

Um estudo envolvendo a evolugao dirigida da EH de A. niger'® revelou os
aspectos mecanisticos que levam a preferéncia por um enantibmero: os residuos
de aminoacido préximos ao sitio ativo permitem o posicionamento de uma das
formas com uma menor distancia entre o residuo de aspartato que efetua o
ataque nucleofilico e o atomo de carbono que sofre o ataque. No caso do estudo
citado, a mutagéo de oito residuos préximos ao sitio ativo ocasionou um aumento
do E de 4,6 para 115 na reacdao com fenil glicidil éter racémico para a formacéao
do (S)-diol.

Tendo em vista a preferéncia diferenciada com relagdo a um enantidmero,
a catédlise utilizando EH permite superar um problema intrinseco da resolucao
cinética, o rendimento tedérico maximo de 50%, a partir do uso de reacdes
enantioconvergentes. Essas reacbes se dao via um processo no qual cada
enantibmero é convertido ao mesmo produto através de dois caminhos
independentes, onde um dos enantibmeros reage com retencédo da configuragéo,
enquanto o outro é transformado com inversdo, em uma reagdo utilizando uma
EH e um catalisador quimico, duas EHs com enantiosseletividades opostas ou um
Unico biocatalisador que possua regiosseletividade oposta para cada
enantibmero.

Como exemplo da combinacdo de uma EH com um catalisador quimico,
podemos citar a sintese do enantibmero biologicamente ativo do (R)-Nifenalol®,

6



um bloqueador B-adrenérgico, partindo do o6xido de para-nitro-estireno®.
Inicialmente, foi utilizada a aplicacdo da hidrélise enantiosseletiva com o uso da
ANEH, seguida da hidrdlise catalisada por acido do epodxido remanescente
(Esquema 3). Este método permitiu a preparagdo do produto enantiopuro com

rendimento de 58% e ee de 80%.

Q H O H OH o
/@/g o /©)4 /@/u
—_— +
O,5N O,N O,N
Racémico S R
R+S H,S0,
H OH - H O H OH o
Nipr  PNH /@/A 1. Recristalizagao /@/L/
O,N 05N 2. Ciclizagao O,N
(R)-Nifenalol R R

Esquema 3. Representacdo esquematica de uma reacdo enantioconvergente
utilizando a ANEH e catdlise acida para a obtengdo do composto enantiopuro?.

Com relagdo a aplicacdo de duas EHs em um mesmo procedimento,
podemos citar o uso das EHs de A. niger e B. sulfurescens para a transformacao

do 6xido de estireno (Esquema 4) 2.

22 Pedragosa-Moreau, S.; Morisseau, C.; Baratti, J.; Zylber, J.; Archelas, A.; Furstoss, R.

Tetrahedron 1997, 53, 9707.
?% pedragosa-Moreau, S.; Archelas, A.; Furstoss, R. J. Org. Chem. 1993, 58, 5533.
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Esquema 4. Representacdo esquematica de uma reacdo enantioconvergente
utilizando as EHs de A. niger (ANEH) e B. sulfurescens (BSEH). Entre parénteses

estdo indicados o rendimento e o ee, respectivamente23

Estes processos, por dependerem de mais de um catalisador, sdo mais
sensiveis a alteragcbes, de forma que, uma reacdo enantioconvergente
envolvendo apenas um catalisador € preferencial. Neste caso, além da alta
enantiosseletividade, o catalisador precisa ter regiosseletividade oposta para cada
um dos en