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RESUMO

Nos ultimos anos, a urgéncia em se desenvolver alternativas mais sustentaveis para a
substituicdo de derivados de petroleo tem crescido consideravelmente. Essa demanda é
impulsionada por fatores como a flutuacéo do preco do petroleo bruto, reducédo irreversivel das
reservas, rapido aumento da demanda global de energia, além das preocupacdes relacionadas
ao desequilibrio ambiental gerado pela extracdo e utilizacdo dessas substancias. Portanto, o
estudo aprofundado de rotas bioldgicas capazes de realizar a producdo de hidrocarbonetos,
componentes majoritarios do petréleo, a partir de matéria prima vegetal se torna uma
interessante opcdo. A descoberta de peroxigenases P450 ganhou notoriedade devido a
capacidade destas de catalisar a sintese de alcenos com uma dupla liga¢ao no carbono o a partir
da reacdo de descarboxilacdo de acido graxo livre. Apesar disso, ainda pouco se sabe sobre
essas proteinas, denominadas OleTs, e alguns desafios precisam ser superados, como a
obtencdo de enzimas com atividade preferencial de descarboxilacdo sobre a hidroxilacéo, visto
que peroxigenases P450 podem catalisar ambas reacGes. Nesse sentido, a compreensao dos
mecanismos de reacdo das descarboxilases P450, assim como a descoberta de diferentes
enzimas com esta atividade, s&o cruciais para o desenvolvimento de novas tecnologias. A
presente dissertacdo propds, portanto, a investigacdo aprofundada de novas peroxigenases P450
putativas com possiveis funcdes descarboxilases e suas aplicagdes na producdo in vitro e in vivo
de alcenos. As enzimas investigadas foram selecionadas a partir de anélises in-silico por meio
de redes de similaridade de sequéncias (SSN), em que clusteres isofuncionais foram definidos
e utilizados como nichos para a busca de peroxigenases com atividade de descarboxilacdo. Os
dados obtidos a partir de caracterizacBes bioquimicas indicou que as enzimas estudadas
apresentam especificidades diferentes entre elas e outras reportadas na literatura. Como
destaque, a peroxigenase de Aeromicrobium yanjiei (OleTaer), de um cluster nunca explorado,
demonstrou grande capacidade descarboxilase, com taxas de conversdo de diferentes acidos
graxos e que superam, inclusive, enzimas ja descritas na literatura. Esse dado possibilitou a
utilizacdo dessa OleT na construcdo de cepas da levedura oleaginosa Yarrowia lipolytica para
a producdo in vivo de alcenos. O presente trabalho demonstrou, portanto, o potencial das
enzimas descarboxilases da familia CYP152 para a producéo sustentavel (in vitro e in vivo) de

hidrocarbonetos a partir de acidos graxos.

Palavras-chaves: biocombustiveis drop-in, descarboxilase, citocromo P450.



ABSTRACT

The urgency to develop more sustainable alternatives to replace petroleum derivatives has
grown considerably in recent years. This demand is driven by fluctuations in the price of crude
oil, irreversible reduction in reserves, rapid increase in global energy demand, and concerns
related to the environmental imbalance generated by the extraction and use of these substances.
Thus, the in-depth study of biological routes capable of producing hydrocarbons, the main
petroleum component, from vegetable raw materials becomes an interesting option. The
discovery of P450 peroxygenase proteins gained notoriety due to their ability to catalyze the
removal of oxygen from medium- to long-chain fatty acids, producing hydrocarbons. These
enzymes, known as OleTs, catalyze the synthesis of alkenes with a double bond at carbon a,
from the free fatty acid decarboxylation reaction. However, little is known about these proteins
and some challenges need to be overcome, such as obtaining enzymes with preferential
decarboxylation activity over hydroxylation, since P450 peroxygenases can catalyze both
reactions. In this sense, understanding the reaction mechanisms of P450 decarboxylases and the
discovery of different enzymes with this activity is crucial for developing new technologies.
The present dissertation therefore proposed the in-depth investigation of new putative P450
peroxygenases with possible decarboxylase functions and their applications in the in vitro and
in vivo production of alkenes. The investigated enzymes were selected from in-silico analyses
using sequence similarity networks (SSN). This analysis defined isofunctional clusters and used
as niches to search for peroxygenases with decarboxylation activity. The data obtained from
biochemical characterizations indicated that the enzymes studied have different specificities
between them and others reported in the literature. As a highlight, the peroxygenase from
Aeromicrobium vyanjiei (OleTaer), from a cluster never explored, demonstrated great
decarboxylase capacity, with conversion rates of different fatty acids that surpass data already
described in the literature. These results made it possible to use this OleT in the construction of
strains of the oleaginous yeast Yarrowia lipolytica for the in vivo production of alkenes.
Therefore, the present work demonstrated the potential of decarboxylase enzymes from the
CYP152 family for the sustainable production (in vitro and in vivo) of hydrocarbons from fatty

acids.

Keywords: drop-in biofuels, decarboxylase, cytochrome P450.
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1. Introducéao

1.1 Citocromos P450 — CYPs

Citocromos P450 (CYPs) sdo uma superfamilia de enzimas presentes em arqueias,
procariotos e eucariotos, capazes de realizar uma vasta diversidade de reacGes quimicas como
hidroxilagdes, oxidagdes, desalogenacdes, epoxidagdes e descarboxilacbes (BHARADWAJ et
al., 2018). Em humanos, as CYPs desempenham um papel importante na biotransformacao de
farmacos e toxinas, além de atuarem no metabolismo de hormonios esteroides e acidos graxos
(GUENGERICH, 1993). A primeira etapa da detoxificacdo de xenobidticos envolve a
biotransformagdo da substancia ativa. Nesse contexto, as enzimas P450 atuam através de
reacbes de hidroxilacdo, reducdo e desalquilacdo, tornando a molécula mais polar e,
consequentemente, mais hidrossoltvel, facilitando sua excrecdo (NEBERT; GONZALEZ,
1987). Entretanto, essas transformac@es podem levar a formacdo de metabolitos mais reativos,
sendo necessérias coenzimas que auxiliardo nas reacdes de conjugacdo. Na conjugacéo, ha a
transferéncia de uma unidade hidrofilica de um composto (&cido glicurénico, sulfatos,
glutationa, aminoacidos ou acetato) para o farmaco a ser excretado. Os conjugados tendem a
ser menos toxicos, devido a menor reatividade, além de serem mais sollveis em agua
(NEBERT; GONZALEZ, 1987; ZEHETNER; HOFERL; BUCHBAUER, 2019).

As CYPs sdo constituidas por um grupamento heme coordenado por um residuo de
cisteina tiolado, que possui um pico espectrofotométrico maximo (banda de Soret) no
comprimento de onda de 418 nm. Em sua forma ferrosa, estas proteinas sao capazes de se ligar
ao monoéxido de carbono, um inibidor, formando um complexo com banda de Soret proxima a
450 nm, caracteristica que deu nome a essa superfamilia (MUNRO et al., 2018). Em geral, as
CYPs agem como monooxigenases, através da ligacdo de um dioxigénio ao ferro do
grupamento heme. No ciclo catalitico candnico, essa reacdo é conduzida, majoritariamente,
com o auxilio de parceiros redox dirigidos por NAD(P)H, responsaveis pela transferéncia de
dois elétrons e contribuindo para a reducdo do heme férrico, o que possibilita a ligacdo da
molécula de O (GIRVAN; MUNRO, 2016; MUNRO et al., 2018). Apos a ligagdo do
dioxigénio, ocorrem duas sucessivas protonacdes, formando primeiramente a especie
hidroperdxido-ferrico (composto 0) e, em seguida, é formado o radical altamente reativo 0xido-
ferril (composto 1), que catalisa a inser¢do de um grupo hidroxila ao substrato, com consequente
liberacdo de uma molécula de agua durante a reacdo (MATTHEWS et al., 2017). A rota

tradicional dos citocromos P450 pode ser observada na Figura 1.
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Embora a maioria das enzimas P450 siga o ciclo catalitico canbnico, estudos
demonstraram a existéncia de caminhos alternativos adotados por CYPs que utilizam perdxido
de hidrogénio (ou perdxidos organicos) em vez de parceiros redox, desviando o ciclo de sua
rota principal. A provavel origem dessas proteinas decorre de um ambiente atmosférico com
pouco Oz, porem, com alta concentragéo de H202. Sendo assim, essas enzimas podem ter se
originado a partir de seres procarioticos anaerobicos que desenvolveram a capacidade de utilizar
peréxidos como doadores de oxigénio para catalisar a oxigenacao de substratos (HRYCAY;
BANDIERA, 2012). As peroxigenases P450, como sdo conhecidas estas proteinas capazes de
utilizar H203, convertem diretamente a forma férrica da enzima para o composto 0, quando
ligada ao substrato. Essa via alternativa, denominada “peroxide shunt”, embora efetiva para
condicdes anaerobidticas, pode levar a facil inativacdo da enzima, devido aos danos oxidativos
causados pelo H20. ao grupamento heme. Entretanto, ja foram identificadas algumas CYPs
capazes de utilizar peréxido de hidrogénio de forma eficiente (MUNRO et al., 2018). Um destes
exemplos foi apresentado por ANARI et al., 1997 que demonstrou que baixas concentragdes de
H>O> podem ativar a catalisacdo da amina aromatica heterociclica 2-amino-3-metil imidazol
[4,5-f] quinolina (IQ) pela enzima P450 humana CYP1A2, produzindo metabdlitos
genotoxicos. Igualmente, ZHANG et al., 2002 observou que, na auséncia de parceiros redox, a
CYP3A4 é capaz de utilizar a via peroxide shunt para catalisar a rea¢do do grupamento ciano
da droga pinacidil em sua amina correspondente. De acordo com esse estudo, 0 mecanismo de
acdo da enzima envolve a oxidacdo nucleofilica do carbono da nitrila pelo intermediario
hidroperdxido de ferro, levando a biotransformacéo do farmaco. Na Figura 1, estd demonstrada

a via peroxide shunt, observada em algumas CYPs.
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Figura 1: Ciclo catalitico do citocromo P450. Em (i) a enzima P450 se apresenta em sua forma low-
spin (LS), com o grupamento heme axialmente coordenado pela cisteina tiolada e uma molécula de H,O.
A ligacédo do substrato (acido graxo) converte o heme férrico da enzima (ii) da forma LS para a forma
high-spin (HS). A partir desta ligag&o, o ciclo pode seguir pelo caminho canonico (representado pelas
setas cinzas) com o auxilio de parceiros redox, ocorrendo duas reacfes de reducgdo, sendo a primeira
responsavel pela ligacdo do dioxigénio (O), e uma protonacgdo. Entretanto, as peroxigenases P450
podem seguir um caminho alternativo, denominado “peroxide shunt” (iii), no qual a interagéo da enzima
com H;O; auxilia a conversdo direta do ferro para sua forma transiente de hidroperdxido de ferro
(composto 0). Em seguida, ha uma protonacédo e consequente desidratagdo, que resulta no composto I.
Posteriormente, o composto | remove um atomo de hidrogénio na posi¢édo Cg do substrato, resultando
na formacdo de uma molécula radicalar e o intermediario hidroxido-ferryl, que constituem o composto
I1. A insercdo do grupo hidroxila resulta da recombinagédo do substrato & enzima (viii), com subsequente
liberacdo do produto (ROH). Outra possivel via envolve uma descarboxilacdo da molécula, que ocorre
mediante a reducdo do composto Il pelo substrato, podendo formar uma espécie dirradical ou um
carbocétion. Essas espécies reativas podem, facilmente, liberar uma molécula de CO,, com consequente
formacgdo de uma ligacdo dupla entre C-C, o que resulta em um alceno terminal. Adaptado de
MATTHEWS et al., 2017.
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Além da rota alternativa peroxide shunt, outro importante desvio passivel de ocorrer no
ciclo de peroxigenases P450 consiste na descarboxilacdo atipica do substrato, principalmente
nas enzimas que catalisam rea¢Ges com acidos graxos. Essa rota contrapde-se a convencional
hidroxilacdo, sendo proposto que o composto Il seja reduzido pelo substrato, formando um
dirradical ou um carbocation, espécies reativas que podem liberar com facilidade uma molécula
de CO: e, por consequéncia, acontece a formacdo de um alceno como produto final. A Figura
2 ilustra, de forma simplificada, as reacGes de hidroxilacdo e descarboxilacdo catalisadas por
CYP152 a partir de um acido graxo (MATTHEWS et al., 2017).

Descaboxilagdo

ol S
n

Alceno terminal

\/\}/}/\/ coH 02 feibes
n Hidroxilagdo OH
Acido graxo P450 |—» \/\}/]/\(CO_H 3 V\WCO H
\‘ " OH B

Hy0, H,O a-hidroxi-acido graxo B-hidroxi-acido graxo

Figura 2: Reac0es de hidroxilagdo e descarboxilagdo catalisadas por peroxigenases P450. Reacdes
de descarboxilacdo resultam em alcenos terminais, enquanto hidroxilagdes podem formar compostos a-

hidroxilados ou B-hidroxilados. Adaptado de FANG et al., 2017.

Em meados de 1999, estudos conduzidos por MATSUNAGA et al., 1999, 2000
caracterizaram as peroxigenases P450 SP, (CYP152B1 de Sphingomonas paucimobilis) e BSg
(CYP152A1 de Bacillus subtilis), sendo observado a formacgédo predominante de acidos graxos
a- ¢ B-hidroxilados, respectivamente, em reagdes envolvendo peroxido de hidrogénio como
aceptor de oxigénio. Outra peroxigenase P450 de bastante importancia é a enzima OleT
(CYP152L1 de Jeotgalicoccus sp.) que, diferentemente das enzimas de S. paucimobilis e B.
subtilis, é capaz de catalisar predominantemente reacdes de descarboxilacdo oxidativa de acidos
graxos de cadeias médias e longas, produzindo alcenos terminais (BELCHER et al., 2014). No
entanto, embora a OleT;e promova a descarboxilacdo do substrato, a reacdo de hidroxilagéo,
principalmente no carbono P, ainda estd presente, despertando o interesse da comunidade
cientifica em entender os mecanismos de especificidade do substrato e seletividade de reacéo

(hidroxilacdo ou descarboxilacdo) dessas enzimas (FANG et al., 2017). Dessa maneira,
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BELCHER et al., 2014 descreveu dados das propriedades bioquimicas e biofisicas da enzima
OleT:e, com elucidacdo da estrutura cristalografica complexada com o acido eicosandico
(C20:0). O estudo demonstrou uma relagdo evolutiva proxima dessa CYP a outras
peroxigenases ja descritas, porém com cerca de 40% de identidade com a sequéncia primaria
de BSg. Por outro lado, foi demonstrado que a ligagéo ao substrato da OleT e ocorre de modo
similar a outras peroxigenases com agéo hidroxilase, como pode ser observado na Figura 3. As
principais diferencas entre essas enzimas referem-se ao residuo His-85 do sitio ativo
(numeragdo referente a OleT:e), que em BSp e SP, é substituido por glutamina, além de uma

diferenca conformacional de seu grupamento heme.

\  PRO-246

VAL-170
PHE-291
ALA-249
ILE-170

Figura 3: Comparacéo da estrutura tridimensional da OleT ;e (em roxo, codigo PDB 41.40) e BSP
(em verde, codigo PDB 11Z0). (A) A sobreposicao foi feita utilizando a forma ligada das enzimas. Os
substratos representados sdo o acido eicosandico (em laranja, ligado a OleT,e) e o acido palmitico (em
azul, ligado a BSg). (B) Comparacéo entre os sitios de ligagdo em que é possivel observar a diferenca
de amino&cidos entre OleT e (His-85) e a BSg (GIn-85) e na conformacéo do grupamento heme (amarelo
para BSg e vermelho para OleT;e). Adaptado de FANG et al., 2017.

Estudos conduzidos por meio de mutagénese no sitio ativo da enzima OleT e revelaram
a funcionalidade de alguns residuos de aminodcidos na descarboxilacdo dos substratos. No
entanto, 0 mutante construido pela mudanca da His-85 para a GIn ainda apresentou um
favorecimento na formacéo de alcenos, indicando a presen¢a de mecanismos redundantes na
protonacdo e a existéncia de outros mecanismos chaves para a descarboxilagio MATTHEWS
etal., 2017. Por outro lado, a baixa capacidade desse mutante em converter o heme férrico para

sua forma HS confirma o papel chave desse residuo em descarboxilases P450. No mesmo
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estudo, as muta¢des do residuo Phe-79 (F79Y/W/A) resultaram na menor afinidade da enzima
pelo substrato, apresentando baixa atividade com &cidos graxos de cadeias mais curtas (C10 ~
C16), além de menor conversdo da forma HS do heme férrico. J& o residuo Arg-245 aparenta
ser essencial para a ligacdo do carboxilato do substrato no sitio ativo, pois sua mutacao

(R245L/E) comprometeu a atividade enzimatica e a ligagdo ao grupamento heme.

Apesar da importancia clara do papel de determinados aminoacidos no sitio ativo de
enzimas peroxigenases P450, outros elementos distantes dessa regido também podem
influenciar a atividade de descarboxilase dessas proteinas. Assim, AMAYA et al., 2018
avaliaram o papel de amino&cidos distantes do ferro heme na proteina OleTg, identificando
uma alca estruturalmente desordenada, conhecida como F-G loop. Essa regido € essencial no
controle da liberacdo do produto e auxilia no ancoramento do substrato, principalmente os mais
longos, afetando a mobilidade do acido graxo no sitio ativo, além de aumentar a solvatacédo da
bolsa catalitica, o que dificulta a recuperacdo do oxigénio do composto Il no ciclo da enzima
(AMAYA et al., 2018). A interrupcdo das interacdes entre o F-G loop e o substrato, através da
mutacdo de um Unico aminoacido, é responsavel pela conversdo da OleT e de descarboxilase
para hidroxilase convencional. Esse resultado indica que a restricdo da mobilidade do substrato
no sitio ativo da enzima é uma peca-chave na regulacéo da atividade catalitica preferencial da
OleT.

Em 2023, RADE et al., 2023 identificaram uma nova OleT com um mecanismo nunca
observado em descarboxilases P450. A OleTPrn (descarboxilase produtora de alceno terminal
e poli-insaturado de Rothia nasimurium) consiste em uma enzima dimérica, tolerante a altas
concentracdes de peroxido. Essa proteina possui um F-G loop curto, semelhante ao encontrado
na P450 BSg, sem a presenca de 4 residuos observados na OleT;g, evidenciando a diversidade
de mecanismos moleculares presentes em enzimas da familia CYP152. Através de simulagdes
computacionais associados a dados experimentais, foi demonstrado que a OleTPrn possui um
motivo, denominado hydrophobic cradle, na regido distal ao bolsdo catalitico. Esse motivo é
crucial para a capacidade de conversao de acidos graxos de cadeia longa, além de facilitar a
liberacdo, no sitio ativo, de produtos de cadeias mais curtas. A OleTPrn representa a Unica
enzima da familia CYP152, descrita na literatura, a adotar uma configuracdo dimérica. Essa
caracteristica aparenta ser critico para a estabilizacdo do hydrophonic cradle e, portanto, é
essencial para o correto funcionamento da enzima. A OleTPrn apresenta Otimas taxas de

producéo de alcenos poli-insaturados, sem a necessidade de altas concentracdes de sal durante
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a catalise, caracteristicas incomuns para as descarboxilases P450. Entre os substratos com boas
taxas de conversdo pela enzima estd o acido oleico, reportado previamente ser inibidor da
OleT:e (ZACHOS et al., 2015). A ampla variedade de substratos dessa enzima é uma importante
caracteristica para a aplicacdo na producdo de biocombustiveis, uma vez que os &cidos graxos
insaturados sdo matérias-primas abundantes na natureza e facilmente produzidos por

microrganismos que metabolizam acucar e glicerol, por exemplo.

A utilizacdo de descarboxilases para a producdo industrial de alcenos depende de um
entendimento aprofundado dessas enzimas, de modo a favorecer uma reagdo com bom
rendimento e sem comprometer seu funcionamento. Apesar de haver muitos estudos com
peroxigenses P450 capazes de atuar em acidos graxos, estes se concentram em poucas
proteinas. Assim, a descoberta de novas descarboxilases nativas ndo s6 favorecera o pool de
enzimas para a aplicacdo biotecnoldgica, como também ajudara no entendimento das

caracteristicas moleculares que levam a producdo dos alcenos.

1.2 Potencial biotecnoldgico de enzimas descarboxilases P450

Os a-alcenos alifaticos ou a-olefinas (LAOSs) sao hidrocarbonetos de cadeia linear com
ao menos uma ligacdo dupla entre os carbonos. Esses compostos desempenham um importante
papel na indUstria quimica, podendo ser empregados em diferentes aplicacdes (VAN DER
KLIS et al., 2012). Enquanto hidrocarbonetos de cadeia curta podem ser usados na produgédo
de comondmeros de polietilenos, os alcenos de cadeia longa podem ser utilizados na producéo
de lubrificantes e surfactantes (VAN DER KLIS et al., 2012). Atualmente, as a-olefinas sdo
predominantemente produzidas a partir do petrdleo, através da oligomerizacao do etileno (LU
et al., 2018). Considerando os impactos ambientais gerados pela extracdo, além de uma futura
escassez de reservas petroliferas, faz-se necessaria a busca por uma rota alternativa renovavel

para a producdo desses compostos (LIU et al., 2014).

A producéo de hidrocarbonetos renovaveis também pode auxiliar o desenvolvimento de
biocombustiveis menos téxicos ao meio ambiente. Combustiveis produzidos a partir da
biomassa representam uma op¢do mais adequada ecologicamente. Apesar do bioetanol
predominar no ramo dos biocombustiveis, sabe-se que os biocombustiveis drop-in compdem
uma classe de compostos com caracteristicas similares aos derivados de petroleo e possuem um

grande interesse comercial (LIU et al., 2014). Os biocombustiveis drop-in sdo hidrocarbonetos,
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principalmente alcenos e alcanos de cadeias médias a longas, que podem surgir como uma
opcao mais sustentavel para o setor de locomogao. Um dos parametros utilizados para distinguir
0s combustiveis se baseia no tamanho da cadeia carb6nica da molécula em questdo. A gasolina
tradicional é normalmente empregada em motores de ignicdo por centelha e compreende uma
mistura de hidrocarbonetos C4 ~ C12, enquanto o diesel € utilizado, principalmente, em
motores de compressdo, com hidrocarbonetos C10 ~ C22. O combustivel de aviacdo é uma
mistura de moléculas C8 ~ C16, com um méaximo de conteltdo aromatico de 25%, além de
diversas outras especificacdes, como ponto de congelamento abaixo de -40 °C (KARATZOS;
MCMILLAN; SADDLER, 2014). Dessa maneira, o bioetanol, assim como o biodiesel, ndo séo
capazes de suprir a demanda desse setor e, por isso, 0s biocombustiveis drop-in serdo cada vez
mais necessarios. Outra vantagem consiste na compatibilidade desse fluido com a infraestrutura
de motores de veiculos de transporte utilizada atualmente, ndo havendo a necessidade, portanto,
de maiores adaptacdes do mercado (KARATZOS et al., 2017; KARATZOS; MCMILLAN,;
SADDLER, 2014). Na Figura 4 estdo representados os principais componentes de combustiveis

utilizados atualmente, assim como suas respectivas aplicacdes, de acordo com sua cadeia

carbonica.
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Figura 4: Visdo geral da composicdo dos combustiveis atuais. (A) Representacdo molecular de
alguns componentes dos combustiveis. (B) Os combustiveis podem ser divididos em 3 categorias, de
acordo com o nimero de atomos de carbono em sua estrutura. A gasolina, o diesel e o querosene de
aviacdo possuem composigdes diferentes, afetando as caracteristicas intrinsecas de cada fluido.
Adaptado de LIU et al., 2021.



21

A conversdo da biomassa vegetal em hidrocarbonetos compativeis com os obtidos a
partir do petroleo surge como uma medida eficaz para diminuir a nossa dependéncia da industria
petroquimica. Assim, entre as alternativas de producéo de alcenos de forma biotecnologica, esta
a descarboxilacédo direta de &cidos graxos livres através de catalises enzimaticas (VAN DER
KLIS et al., 2012). Porém, apesar da utilizacdo de enzimas livres ser uma possibilidade neste
cenario, o processo de purificacdo de proteinas encarece o bioprocesso, conferindo uma
desvantagem no contexto industrial (ZHANG, 2010). Desta maneira, a utilizacdo de chassis
bioldgicos robustos, que viabilizem a obtencdo da molécula de interesse, se apresentam como
uma solucéo a esse entrave encondémico. Entretanto, um desafio ainda encontrado na producéo
microbiana de hidrocarbonetos renovaveis € a falta de um microrganismo capaz de produzir
grandes quantidades do metabdlito de interesse por meio de modificacbes na regulacao
enddgena da via de producdo. Nesse sentido, a engenharia genética de microrganismos se
apresenta como uma via alternativa a esse entrave, além de permitir o estudo de funcbes
enziméticas (PERALTA-YAHYA et al., 2012a).

1.3 Producéo in vivo de biohidrocarbonetos

A obtencdo de lipidios, atualmente, ocorre através de extracfes quimicas realizadas a
partir de matérias vegetal ou animal. Esse processo, portanto, provoca questionamentos a
respeito da sustentabilidade da producdo dessas moléculas, além de uma competicdo com a
indUstria alimenticia (WANG et al., 2022). Nesse sentido, microrganismos oleaginosos surgem
como uma interessante alternativa de chassi para a producao sustentavel de hidrocarbonetos a
partir de acidos graxos. Esses seres sdo capazes de acumular grandes quantidades de lipideos,
podendo atingir cerca de 20% do peso seco celular. Diversas abordagens utilizando ferramentas
de engenharia genética ja foram empregadas na tentativa de transformar organismos modelos,
como Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae, em microrganismos oleaginosos
(LEDESMA-AMARO; NICAUD, 2016). Entretanto, alguns organismos sdo capazes de
produzir e acumular, naturalmente, grandes quantidades de lipideos, sem a necessidade de
engenheiramento préevio. Entre eles, destaca-se a levedura Yarrowia lipolytica, devido as suas
caracteristicas fisiologicas e biotecnoldgicas, como as diversas ferramentas genéticas
disponiveis para esse microrganismo e uma alta capacidade intrinseca de lipogénese. Além

disso, Y. lipolytica € um organismo nao patogénico, geralmente considerado seguro (generally
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regarded as safe - GRAS) e consegue crescer em substratos hidrofébicos de baixo custo (LIU
etal., 2021a).

O desenvolvimento da biologia sintética e engenharia genética de microrganismos
oleaginosos possibilita a producdo in vivo de diversas moléculas derivadas de acidos graxos.
Em 2019, BRUDER et al., 2019 demonstrou que a superexpressao da fotodescarboxilase CvFap
(da microalga Chlorella variabilis) em diferentes cepas de Y. lipolytica promove a producdo de
alcanos. A atividade de descarboxilacao da proteina CvFap é dependente da luz azul (entre 400
e 520 nm) e essa enzima demonstra atividade catalitica em &cidos graxos de cadeias C12 ~ C22
(SORIGUE et al., 2017). O estudo revelou que a conversio de acidos graxos livres (free fatty
acids — FFA) em hidrocarbonetos ocorre em uma Unica etapa e, embora altas intensidades e
tempo de exposicdo de luz promovam um aumento na atividade enzimatica, favorecendo a
producdo de alcanos, isso pode impactar negativamente no crescimento microbiano. Em
contraste & CvFap, as descarboxilases da familia CYP152 ndo necessitam de luz durante a
catalise, entretanto, essas enzimas nunca foram expressas em Y. lipolytica. CHEN; LEE;
CHANG, 2015 demonstrou o potencial das P450 peroxigenases na producdo in vivo de
hidrocarbonetos ao expressar a OleTs;e e outros sete genes homdlogos em S. cerevisiae,
resultando na producdo de alcenos a partir do consumo de aglcares. Porém, esse estudo
demandou o engenheiramento da cepa de S. cerevisiae para a producdo de FFA, melhoramento

na producdo de cofatores, ajuste de expressdo genética e otimizacdo da fermentacéo.

Embora as descarboxilases CYP152 possuam um grande potencial biotecnoldgico na
producdo sustentavel de hidrocarbonetos utilizando leveduras oleaginosas como chassis,
poucas enzimas ja foram exploradas para constru¢do de uma via metabolica para a conversao
de &cidos graxos em alcenos. A falta de enzimas capazes de produzir uma grande quantidade
de alcenos e o0 escasso conhecimento sobre elas até 0 momento, implica na necessidade de
investigacdo de novas proteinas descarboxilases para uma melhor aplicacédo tanto in vivo quanto
in vitro dessas proteinas (PERALTA-YAHYA et al., 2012b). Este projeto visa, portanto, a
producdo sustentavel de alcenos, utilizando técnicas de enzimologia, para a investigacdo de
novas peroxigenases P450 com potencial para descarboxilacdo de &cidos graxos, aliado a

estratégias de biologia sintética para a produgéo in vivo desses compostos.
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2. Objetivos

Este estudo teve como proposta investigar novas peroxigenases P450 da familia
CYP152, visando a descoberta de enzimas descarboxilases com potencial de sintese de alcenos
invitro e in vivo a partir de acidos graxos, utilizando-se uma combinagao de técnicas estruturais,

espectroscopicas e bioquimicas. Deste modo, 0s objetivos especificos desse projeto, foram:

2.1 Screening de proteinas com potencial atividade de descarboxilase através de dados in silico;

2.2 Expressar e purificar as proteinas selecionadas por cromatografia de afinidade e de excluséo

para se obter as proteinas puras sollveis;

2.3 Caracterizar bioguimicamente as enzimas para a identificacdo dos parametros 6timos de

atividade;

2.4 Caracterizar biofisicamente as enzimas em relacdo a estrutura secundaria e termo-

estabilidade da proteina;

2.5 Determinar, por anélise de GC-FID, o tipo predominante de atividade (hidroxilacdo ou

descarboxilacdo) e especificidade de substrato de cada enzima;

2.6 Construir os vetores e as cepas para a expressdao em Y. lipolytica da proteina com os

melhores resultados obtidos in vitro;

2.7 Avaliar o crescimento e producdo de alcenos das cepas construidas.
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3. Material e Métodos

3.1 Linhagens de Y. lipolytica utilizadas neste trabalho

Linhagem Genotipo Referéncia
(NICAUD et al.,
pold MATa; Aura3-302; Aleu2-270; xpr2-322 1989)
(LEDESMA-
IMY5746 Amfel; Afaal; pTEF-DGA2; pTEF-TGL4, pTEF- AMARO et al.,
ScTGL3 2016)
Obese MATa; Aura3-302; Aleu2-270; xpr2-322; Apox1-6; ~ (LAZARetal,,
Atgl4; pTEF-DGA2; pTEF-GPD1 2014)

Rodrigo-Ledesma

pold-prototrophic pold, URA3, LEU2 Collection
(LEDESMA-
IMY5381 Amfel; Afaal; Adgal; Adga2; Aarel; Alrol; pTEF- AMARO et al.,
RnTEII 2016)

Rodrigo-Ledesma

Obese-prototrophic Collection

Obese, LEU2, URA3

Este trabalho

HYDy41 IJMY5746; pTEF1-OleT aer-LEU2

HYDy43 IMY5746; Aleu2 Este trabalho
HYDy45 IMY5746; 8UASPTEF1-OleT ae-LEU2 Este trabalho
HYDy49 JMY5381; Aura3; Aleu2 Este trabalho
HYDy50 pold; pTEF1-OleTae-LEU2; URA3 Este trabalho
HYDys51 Obese; pTEF1-OleTae-LEU2; URA3 Este trabalho
HYDy52 pold; BUASPTEF1-OleTae-LEU2; URA3 Este trabalho
HYDy53 Obese; BUASPTEF1-OleTae-LEU2; URA3 Este trabalho
HYDy54 IJMY5381; pTEF1-OleTae-LEU2; URA3 Este trabalho
HYDy55 JMY5381; BUASPTEF1-OleTae-LEU2; URA3 Este trabalho
HYDy57 IMY5746; 8UASPTEF1-OleTPry-LEU2 Este trabalho
HYDy60 pold; BUASpPTEF1-OleTPrn-LEU2; URA3 Este trabalho
HYDy61 Obese; BUASpTEF1-OleTPry-LEU2; URA3 Este trabalho
HYDy62 JMY5381; 8UAS-pTEF1-OleTPry-LEU2; URA3 Este trabalho

Tabela 1: Gen6tipo das linhagens utilizadas neste trabalho.
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Plasmideo Genotipo

pHYD57 ColE1; Spc; LEU2; BUAS_TEF-OleTae-PTS1
pHYD58 ColE1; Spc; LEU2; TEF-OleTae-PTS1
pHYDG60 ColE1; Spc; LEU2; BUAS _TEF-OleTPgry-PTS1

Tabela 2: Geno6tipo dos vetores montados e utilizados neste trabalho.

3.3 Oligonucleotideos

Oligonucleotideo Sequéncia

pTEF1-Fw 5'-CCAATTGCCCCAATTGAC-3'

OleTaer-Rv 5'-GACTCGAACAGGATAGAGC-3

OleTPrn-RV 5'-CAGTTCGGTATCCTCCTTAAC-3

PromoterT7-Fw 5-AATACGACTCATATAGGG-3'

TerminatorT7-Rv 5-GCTAGTATTGCTCAGCGG-3'
OleTAerAN74-Fw 5’-CAGCCATATGTCTTACGGTCGTGACCACTCTCTG-3’
OleTAerAN74-Rv 5’-CGACCGTAAGACATATGGCTGCCGCGCG-3’

Tabela 3: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

3.4 Meios de cultivo
3.4.1 Meio LB (Luria Bertani)

Triptona 1% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Cloreto de sddio 0,17 M
Agar (se solido) 2% (p/v)

As substancias foram dissolvidas em agua destilada e o volume final foi acertado. O meio foi

esterilizado por calor tmido em autoclave a 120 °C por 20 min.
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3.4.2 Meio TB (Terrific Broth)

Triptona 2% (p/v)
Extrato de levedura 2,4 % (p/v)
Glicerol 0,5 % (p/v)
Tampéo fosfato de potassio (pH 7,5) 90 mM

As substancias foram dissolvidas em agua destilada e o volume final foi acertado. O meio foi

esterilizado por calor tmido em autoclave a 120 °C por 20 min.

3.4.3 Meio YPD

Peptona 2% (p/v)
Extrato de levedura 1% (p/v)
Dextrose 2% (p/v)
Agar (se solido) 2% (p/v)

As substancias foram dissolvidas em &gua destilada e o volume final foi acertado. A solucédo de
dextrose foi esterilizada separadamente e depois adicionado ao meio. A esterilizacdo do meio

ocorreu por calor tmido em autoclave a 120 °C por 20 min.

3.4.4 Meio YD

Extrato de levedura 1% (p/v)
Dextrose 2% (p/v)
Agar (se solido) 2% (p/v)

As substancias foram dissolvidas em agua destilada e o volume final foi acertado. A solugéo de
dextrose foi esterilizada separadamente. A esterilizacdo do meio ocorreu por calor umido em

autoclave a 120 °C por 20 min.
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3.4.5 Meio SMD

YNB (sem aminoacidos e sulfato de aménio) 0,17% (p/v)
Dextrose 2% (p/v)
Cloreto de Aménio 0,5% (p/v)
Tampéo Fosfato de sodio (pH 6.8) 50 mM
Agar (se solido) 2% (p/v)

As substancias foram dissolvidas em agua destilada e o volume final foi acertado. As solucdes
foram esterilizadas separadamente. As solugdes estoques de YNB, Cloreto de Amdnio e tampéo
fosfato de sodio foram filtradas em filtros de poros de 22 uM. A dextrose e o agar (quando
solido) foram autoclavados a 120 °C por 20 min.

3.4.6 Meio SMD 6%

YNB (sem aminoacidos e sulfato de aménio) 0,17% (p/v)
Dextrose 6% (p/v)
Cloreto de Aménio 0,15% (p/v)
Tampdo Fosfato de sodio (pH 6.8) 50 mM

As substancias foram dissolvidas em agua destilada e o volume final foi acertado. As solucdes
foram esterilizadas separadamente. As solugdes estoques de YNB, Cloreto de Amdnio e tampéo
fosfato de sodio foram filtradas em filtros de poros de 22 uM. A dextrose e o 4gar (quando
solido) foram autoclavados a 120 °C por 20 min.

3.5 Solugdes Tampéo
3.5.1 Tampéo A

Tampéo Fosfato de Sodio (pH 7.5) 30 mM

NaCl 250 mM



Glicerol 5% (v/Iv)
Imidazol 30 mM
Triton X-100 0,5 % (v/v)

Apbs a adicdo dos componentes, o pH foi ajustado para 7,5 e o volume final foi acertado.

3.5.2 Tampéao B

Tampéo Fosfato de Sodio (pH 7.5) 30 mM

NaCl 250 mM
Glicerol 5% (v/v)
Imidazol 500 mM

Apos a adicdo dos componentes, o pH foi ajustado para 7,5 e o volume final foi acertado.

3.5.3 Tampéo C

Tampéao Fosfato de Sédio (pH 7.5) 30 mM
NaCl 300 mM
Glicerol 5% (v/v)
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Apbs a adicdo dos componentes, o pH foi ajustado para 7,5 e o volume final foi acertado.

Importante ressaltar que, exclusivamente para a proteina Mce, utilizou-se 600 mM de NaCl.

3.5.4 Tampéo Fosfato-Citrato-Glicina
Glicina 50 mM

NazHPO4 50 mM
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Acido Citrico 50 mM

Apos a adicdo dos componentes, o pH foi ajustado em um range de 4,0 a 10 e o volume ajustado.

3.6 Investigaces in-silico das sequéncias de aminoacidos

As proteinas P450 investigadas nesse projeto foram definidas a partir de redes de
similaridade de sequéncia (Sequence Similarity Networks - SSN) desenvolvida no software
Cytoscape e em parceria com o grupo de Omicas Integrativas, sob lideranca da Profe. Dr2,
Gabriela Felix Persinoti do Laboratério Nacional de Biorrenovaveis (LNBR). A sequéncia da
enzima OleTPrn foi usada como modelo para potenciais novas descarboxilases. A anélise de
SSN foi construida utilizando um cutoff com e-value de 1e° e com sequéncias conectedas de
pontuacgéo de alinhamento de, pelo menos, 90. O alinhamento das sequéncias foi realizado com
a ferramenta Blastp.

3.7 Expressao da proteina heterdloga em Escherichia coli BL21

Os genes utilizados neste projeto foram adquiridos comercialmente no vetor pET28a,
fusionados a uma cauda de histidina na regido N-terminal. Inicialmente, o plasmideo foi
utilizado para transformacao de cepas de E. coli DH5a pelo método de choque térmico, de
acordo com SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989. Selecionou-se uma col6nia de cada
transformacéo, cultivando-as por 16h, 37 °C a 220 rpm em meio liquido LB com canamicina
50 pg/mL. A extracdo dos plasmideos ocorreu através do kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification da Promega. Os plasmideos extraidos foram utilizados nas transformac6es da cepa
de expressdo E. coli BL21 (DE3), contendo o gene hemA, responsavel pela codificacdo da
enzima acido delta-aminolevulinico sintase, catalisador a sintese de acido 5-aminolevulinico
(precursor na via de sintese de porfirinas). A cepa de expressdo contendo o gene da hemA foi
desenvolvida pelo grupo de pesquisa da Dr2. Leticia Zanphorlin e Dr. Wesley Generoso. Apds
a transformacao, as cepas foram cultivadas em meio TB, suplementado com tiamina 500 uM e
FeCl3 50 uM, a 30 °C e 220 rpm, até atingir a densidade 6ptica em 600 nm (DOsgoonm) de 0,8.
Ao atingir a DO, a temperatura de cultivo foi modificada para 18 °C, com o objetivo de diminuir
a taxa metabdlica das células. A inducdo da expressdo génica ocorreu apds 30 minutos da
incubacdo a 18 °C, com a adicdo de IPTG na concentracdo final de 0,5 mM. O cultivo foi

mantido na mesma temperatura e rotagao por 24h.
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3.8 Purificacdo das proteinas heterdlogas expressas em E. coli BL21

3.8.1 Lise e purificacdo por cromatografia de afinidade

Para a purificacdo da proteina recombinante, a cultura foi centrifugada a 7.000 g e o
pellet foi ressuspendido em Tampé&o A contendo 0,5% de Triton X-100. A lise celular ocorreu
em sonicador Sonics Vibra-Cell™ com ciclos de 4 minutos de duragéo, com pulsos de 60 s e
intervalo de 60 s, com amplitude de 40%, mantendo-se as amostras em banho de gelo. Foram
realizados 3 ciclos de sonicagdo, com intervalo de 15 min para homogeneizacdo a 4 °C em
agitador linear. O lisado foi centrifugado a 15.000 g por 50 min e o sobrenadante foi submetido
a cromatografia de afinidade em coluna de cobalto, com fluxo por gravidade. O sistema foi
previamente equilibrado utilizando-se Tampdo A e, apés a adicdo da amostra, fez-se uma
lavagem com 50 mL utilizando Tampéo A. A eluicdo ocorreu utilizando-se 100% de Tampéo

B e as amostras foram analisadas em gel de SDS-PAGE 12%.

3.8.2 Cromatografia de exclusdo molecular e calculo da concentracdo proteica

As amostras provenientes da cromatografia de afinidade seguiram para uma segunda
etapa de purificacdo em coluna de exclusdo molecular (Superdex 200 16/60) acoplada ao
sistema AKTA-FPLC (GE Healthcare) previamente equilibrada com Tampéo C. A corrida foi
realizada em fluxo de 1 mL/min e monitorada no comprimento de onda de 420 nm (referente a
absorcéo do grupamento heme presente nas enzimas P450). Os picos foram analizados em gel
de SDS-PAGE 12%. As amostras foram concentradas utilizando-se Amicon Ultra-4 30 kDa
(Millipore) e a concentracdo das proteinas foi calculada a partir da absorbancia observada em
420 nm.

3.9 Caracterizacao da atividade peroxigenase

A atividade peroxigenase das enzimas foi analisada bioquimicamente utilizando-se o
reagente FOX (Ferrous Oxidation in Xylenol orange), conforme descrito por DELONG et al.,
2002. A atividade enzimatica foi avaliada em microplacas de 96 pogos com 100 pL de cada
reacao contendo acido palmitico (C16:0) 500 uM e 1 UM de enzima em tampao fosfato de sodio
50 mM (para pH 7,5) ou tampéo fosfato-citrato-glicina (para a realizagéo das curvas variando-
se 0 pH entre 4 a 10). As amostras foram incubadas a 37 °C em termociclador por 5 min e,

posteriormente, adicionou-se 100 UM de H20.. As amostras foram novamente incubadas a 37
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°C por 15 min, com posterior adi¢do do reagente FOX [xylenol orange 0,25 mM e Fe>SO4 0,25
mM em H>SO4 50 mM]. Apds 5 min de incubacédo a 60 °C, a DOssonm foi medida no Infinite®
200 PRO reader e os dados foram utilizados para a estimativa relativa de consumo de H20x,
tendo o valor mais alto de absorbancia como referéncia para cada curva (sendo este valor
considerado 0 100%). O software GraphPad Prism 8 foi utilizado para o tratamento de dados e

elaboracgdo dos gréficos.

3.10 Analise GC para producdo in vitro de alcenos

As reacdes enzimaticas com acidos graxos foram submetidas a analise de cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama (GC-FID) para a quantificacdo dos produtos. O
volume final utilizado nas reac6es foi de 500 pL, contendo 500 uM de substrato, 1 UM de
enzima e 1 mM de perdxido de hidrogénio adicionado lentamente a solucdo (1 UM da solucéo
estoque a cada 10 min). O tempo total das reacdes foi de 80 min, com interrupg¢éo da atividade
enzimatica através da adicdo de 5 pL de HCI 50% [v/v]. O padrdo interno contendo C17:0 e
C11:1 foi adicionado as amostras para posterior quantificacdo dos alcenos, hidroxilados e
acidos graxos remanescentes. Para a extracdo dos produtos, utilizou-se 500 pL de cloroférmio,
com posterior agitacdo das amostras em vortex por 5 min. A fase organica foi coletada e
transferida para frascos de vidro, ap6s 5 min de centrifugacdo a 4.000 g em temperatura
ambiente. Posteriormente, realizou-se a derivatizacdo das amostras adicionando-se 25 uL de
HCI 2M-metandlico e incubando a 50 °C por 30 min em banho imido. Adicionou-se 40 pL de
KOH 2M-metandlico e 600 puL de H20 ultrapura. Ap6s 5 min de agitagdo em vortex e 5 min de
centrifugacdo a 4.000 g em temperatura ambiente, a fase aquosa foi removida e as amostras
enviadas ao grupo de Quimica Molecular, do LNBr, para as corridas em GC-FID. O volume de
injecdo no sistema foi de 1 pL. O software Microsoft Excel foi utilizado para a elaboragéo dos

gréficos.

3.11 Analise de estrutura secundéria e termo estabilidade usando técnica de dicroismo
circular (CD)

O espectro de CD foi obtido utilizando-se o espectrometro J-815 (JASCO) em cubetas
de quartzo de 1 mm de caminho Optico com 350 pL de proteina em concentracBes que variaram

de 1-5 uM em solugdo com Tampé&o C. Os resultados foram gerados a partir da média de 11



32

espectros (195 - 260 nm) obtidos por 100 nm/min, 0,4 nm de resposta. A termoestabilidade foi
avaliada a partir da elipticidade molar mensurada a 222 nm através de uma curva de
aquecimento de 1 °C/min. O software Origin (OriginLAB Corporation) foi utilizado para o

tratamento de dados e elaboragéo dos gréaficos.

3.12 Cromatografia de exclusdo molecular acoplada a espalhamento de luz em
multiangulos (SEC-MALYS)

A técnica de SEC-MALS foi feita utilizando-se o sistema de HPLC Agilent 1260
Infinity 1l (Agilent Technologies). As amostras foram injetadas a uma concentracdo de
aproximadamente 2 mg/mL em ciclos de 100 uL na coluna de exclusdo molecular Superdex
200 HR 10/300 (Cytiva), com um fluxo da fase movel (Tampdo C) de 0,5 mL/min. Foram
utilizados o detector de espalhamento a maltiplos angulos DAWN 8 e o detector de variagdo de
indice de refracdo Optilab (Wyatt Tecnology). Os dados entdo foram analisados pelo programa
ASTRA 8.1.2 (Wyatt Tecnology). Essa etapa foi feita em parceria com o grupo de Instalacéo
Multiusuério de Biofisica de Macromoléculas (BFM) do LNBR — CNPEM.

3.13 Construcéo dos vetores para transformacgdo em Yarrowia lipolytica

A partes biologicas contendo promotores, terminadores e backbone utilizados neste
trabalho foram cedidos pelo Professor Rodrigo Ledesma-Amaro, do Departamento de
Bioengenharia da Imperial College London. Os genes da OleT aer € OleTPrn foram adquiridos
comercialmente com codons optimizados para expressdo em Y. lipolytica. A montagem dos
vetores ocorreu por Golden Gate, baseando-se em principios descritos por LEE et al., 2015 e
utilizando sequéncias flanqueadoras com similaridade entre as partes, conforme descrito por
CELINSKA et al., 2017. Para cada reacdo de Golden Gate, utilizou-se 2,5 fmol de cada parte,
0,75 fmol do backbone , 0.3 pL da enzima de restricdo Bsal (New England Biolabs®), 0.5 pL
de enzima T7 DNA ligase (New England Biolabs®) e 1 puL de Buffer T4 (New England
Biolabs®), completando-se com agua o volume para 10 pL. Apds homogeneizacéo, a reacdo
foi incubada em termociclador, com 60 ciclos de aquecimento a 37 °C por 5 min, seguido de 5
min a 16 °C e 1 ciclo de 37 °C por 45 min, seguido de 10 min a 80 °C. Apo0s a incubacéo,
utilizou-se a reacdo para transformacdo de E. coli TOP10, pelo método de choque térmico
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(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). As transformac6es foram plaqueadas em meio
solido LB contendo o antibidtico espectinomicina a 100 pg/mL.

3.14 Transformacéo de Y. lipolytica

As integracdes gendmicas dos vetores ocorreram de forma ndo direcionadas, tendo
como sequéncias alvos uma regido de retrotansposons, conforme descrito por JURETZEK et
al., 2001. Assim, fez-se a digestdo dos plasmideos utilizando-se 1000 ng de DNA, 0.3 pL da
enzima de restricdo Notl (New England Biolabs®), 1 puL de Buffer rCutSmart (New England
Biolabs®), completando-se com agua o volume para 10 pL. A reacdo de digestao foi incubada
a 37 °C por 4h e, posteriormente, a 65 °C por 20 min. Para a transformacéo de Y. lipolytica,
estriou-se em placas com meio sélido YPD as cepas a serem utilizadas, incubando-as overnight
a 28 °C. Parte da biomassa crescida foi adicionada em tubos de 2 mL contendo 90 pL de PEG
50%, 25 pL de LiAc 2M pH 6.0 e 25 uL de DTT 2M. Ap6s a homogeneizacao das amostras,
adicionou-se 10 pL da reacdo de digestdo previamente preparada, além de 5 pL de esperma de
salmdo desnaturado (Invitrogen™). Homogeneizou-se gentilmente as transformacdes,
incubando-as a 28 °C por 30 min. Em seguida, as amostras foram incubadas a 39 °C por 30 min
e, posteriormente, centrifugadas a 3000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi descartado e as
células foram lavadas duas vezes com agua estéril. Por fim, as células foram ressuspendidas em
100 pL de agua e plagueadas em meio seletivo (a depender da construcdo). As placas foram
incubadas a 28 °C por 2 a 3 dias. A verificacdo dos candidatos positivos foi feita através de
PCR de col6nia.

3.15 Teste de Crescimento Celular

Para a obtencdo de curvas de crescimento, as culturas celulares foram feitas em placas
de 96 pocos (Thermo Scientific™ 96 Well Black/Clear Bottom Plate) contendo 125 pL de meio
SMD 6%. Fixou-se uma ODeoo inicial de 0.05 para todas as cepas testadas e as culturas foram
incubadas a 28 °C, sob agitacéo linear constante de 560 rpm no leitor de placas Tecan Spark®.
O crescimento celular foi acompanhado através de leituras de ODsoo realizadas a cada 1 h, por
um periodo total de 58 h. Todas as amostras foram preparadas em triplicata. Utilizou-se o

software Excel para o tratamento dos dados e elaboracéo dos gréaficos.
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3.16 Preparagdo das amostras para a avaliagdo da producéo in vivo de alcenos por
Microextracdo em Fase Solida em Headspace (HS-SPME)

A avaliacdo da producédo de alcenos das cepas construidas foi realizada a partir de
cultivos em tubos Falcon, contendo 5 mL de meio SMD 6%. A ODsoo inicial foi de 0.1 e todas
as amostras foram feitas em triplicatas bioldgicas. Ap6s 48 h de cultivo, a 30 °C e 220 rpm, as
amostras foram centrifugadas a 4000 g por 5 min. Para a analise do conteudo extracelular,
verteu-se 0 sobrenadante em tubos de vidro de 20 mL contendo 40 pL do padréo interno (para
posterior quantificacdo dos alcenos). As misturas foram agitadas em vortex por 30 s e,
posteriormente, adicionou-se NaCl puro até alcancar o ponto de saturacdo. As amostras foram
novamente agitadas e entregues ao grupo de Quimica Molecular, do LNBr, para as corridas em
HS-SPME. Para a analise do contetdo intracelular, apos a centrifugacdo dos cultivos, o pellet
formado foi ressupendido em 500 pL de H.O e transferido para tubos de 2 mL. Centrifugou-se
as amostras a 15.000 g por 2 min e o sobrenadante foi descartado. A lise celular foi realizada
mecanicamente, adicionando-se 200 pL de glass-beads de 0.5 mm de didmetro, 400 pL de
etanol absoluto e 40 pL do padrdo interno. As amostras foram vortexadas por 5 min e o
conteudo foi transferido para tubos de vidro de 20 mL contendo 4 mL de H20. NaCl puro foi
adicionado na mistura até atingir o ponto de saturacdo. As amostras foram agitadas e entregues
ao grupo de Quimica Molecular, do LNBr, para as corridas em HS-SPME. Para isso, empregou-
se uma agulha de injecéo do tipo arrow (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) com fase extratora de
polidimetilsiloxano (PDMS) com espessura de filme de 100 um, diametro interno da agulha de
1,1 mm e comprimento de 20 mm. Os analitos foram dessorvidos termicamente no injetor do

sistema GC-FID a 270 °C por 1 min, no modo split com taxa de diviséo de 1:10.



35

4. Resultados e discussao

4.1 Investigacédo in-silico de sequéncia de proteinas da familia CYP152

Sequéncias de proteinas preditas da familia CYP152 foram analisadas com a finalidade
de se obter novas enzimas P450 peroxigenases com possivel atividade de descarboxilagdo. Para
isso, realizou-se um alinhamento das sequéncias e, aquelas contendo os aminodcidos
conservados Phe79, His85 e Arg245 (numeracdo referente a enzima OleTs), foram
posteriormente empregadas para o estudo de redes de similaridade de sequéncias (Sequence
Similarity Networks — SSN). A abordagem SSN in-silico foi desenvolvida no software
Cytoscape, em parceria com o grupo de Omicas Integrativas do LNBr, agrupando proteinas de
acordo com a similaridade de suas sequéncias primarias e funcionalidade. Como observado na
Figura 5, oito clusteres principais foram definidos. O Cluster 1 inclui as hidroxilases P450 SP,,
e BSg, enquanto o Cluster 2 compreende a enzima descarboxilase modelo OleTe. O Cluster 3
é composto por P450s ndo descritas na literatura e, portanto, possui caracteristicas ainda
desconhecidas. Assim, quatro enzimas desse cluster foram selecionadas para serem
investigadas neste trabalho. S&o elas: P450mar (de Modestobacter marinus), P450mg (de
Micromonospora globispora), P450mce (de Microbispora cellulosiformans) e P450gsi (de
Geodermatophilus siccatus). Além disso, outras duas enzimas do Cluster 4 também foram
selecionadas, sendo elas a P450pn (de Dermacoccus nishinomiyaensis) e P450cay (de
Cutibacterium avidum). Esse cluster também abrange a enzima OleTPrn, amplamente estudada
pelo grupo de pesquisa da Dr? Leticia Zanphorlin (RADE et al., 2023), além de descarboxilases
P450 provenientes de bactérias dos géneros Kocuria e Corynobacterium. Tais microrganismos
foram identificados como produtores de alcenos, conforme descrito por RUDE et al., 2011.
Especificamente, dados de caracterizacdo enzimatica da P450 de K. rhizophila foram obtidos
pelo grupo de pesquisa da Universidade de Manchester (resultados ainda ndo publicados),
enquanto as enzimas de K. marina e C. lipophiloflavum foram investigadas pelo grupo de
pesquisa do Dr. Wesley Generoso em um trabalho a ser publicado. Por fim, selecionou-se uma
enzima do Cluster 5, a P450aer (de Aeromicrobium yanjiei), que se agrupou isoladamente do

restante das sequéncias e cujo grupo ndo ha nenhuma OleT ja descrita na literatura.
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Figura 5: Redes de similaridade de sequéncias (SSN). Redes de clusteres agrupando proteinas
CYP152 de acordo com a similaridade entre as sequéncias primarias. A numeragdo referente a cada
cluster foi atribuida de forma aleat6ria e utilizada apenas neste trabalho.

A fim de se analisar a homologia das sequéncias escolhidas com a proteina modelo
OleTig, utilizou-se a ferramenta Blastp para o alinhamento das cadeias de aminoécidos. Assim,
obteve-se um guery cover de 89 % a 97 % para as proteinas analisadas, com todas apresentando
menos de 40% de identidade. Além disso, verificou-se também a homologia dessas sequéncias
com a OleTPrn, que possui elevados valores de conversdo de acidos graxos em alcenos
terminais (RADE et al., 2023). O alinhamento indicou query covers que variaram de 88% a
99% e valores de identidades entre 33% e 48%. As P450cay € P450p, foram as enzimas com
maiores valores de identidade quando comparadas a OleTPrn, dado ja esperado pois as trés
foram agrupadas no Cluster 4. A tabela a seguir apresenta os dados obtidos a partir dos

alinhamentos das sequéncias.
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Enzima E-value Identidade com E-value Identidade com Cluster
OleTe OleT e (%) OleTPgrn OleTPrn (%0)
PA450mar 2e-91 36,56 9e-68 34,67 3
P450mgl 1e-88 34,72 8e-70 35,38 3
P450mce 3e-83 37,95 2e-66 36,25 3
P450csi 2e-79 34,47 2e-69 34,21 3
P450aer 7e-66 33,24 2e-58 33,41 5
P450cay 4e-62 31,26 4e-137 46,88 4
P450pni 9e-62 32,71 le-129 47,55 4

Tabela 4: Valores de e-value e identidade encontrados no alinhamento das sequéncias de
aminoacidos de P450mar, P450mgi, P450mce, P450csi, P450aer, P450cay € P450pni, tendo a proteina
modelo OleT;e e OleTPry como referéncias. Os alinhamentos foram realizados utilizando-se a
ferramenta Blastp.

Os valores de identidade indicam que todas as proteinas escolhidas possuem sua
sequencia primaria bastante distintas da OleT ;e e OleTPrn, com excegéo das P450cav € P450pni
neste Ultimo caso. Desse modo, o estudo dessas enzimas pode auxiliar na elucidacdo dos
mecanismos de acdo das descarboxilases P450, através da observacdo dos diferentes
comportamentos bioquimicos apresentados por elas. Essas caracteristicas divergentes,
comparado a OleT,e, serdo abordadas posteriormente nesse relatorio, com a descricdo dos
resultados obtidos a partir de ensaios bioquimicos e de perfil de producdo de &cidos graxos,
além de analises biofisicas de estrutura secundaria dessas proteinas.

4.2 Expressao e purificacdo das enzimas peroxigenases P450

As sete P450 putativas foram clonadas em pET28a e sequenciadas para verificar
possiveis mutacdes que pudessem interferir na expressao e atividade das enzimas. Apds a
confirmacdo da qualidade das sequéncias, as proteinas foram expressas em E. coli BL21 e
purificadas por cromatografia de afinidade. A presenca do grupamento heme no sitio ativo das
enzimas P450 permite sua avaliacdo através de métodos espectroscépicos comuns, assim,
guando ligado a uma molécula de &gua, o grupamento heme apresenta banda de Soret em
aproximadamente 420 nm. Esse pico maximo sofre alteracéo pela presenca do substrato (acido
graxo) no sitio ativo, que remove e substitui a molécula de H2O, deslocando a banda de Soret
para 390 nm (LUTHRA; DENISOV; SLIGAR, 2011). Desta forma, apés a purificacdo das
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proteinas, fez-se uma andlise de espectrofotometria e todos 0s genes putativos apresentaram
espectros caracteristicos de proteinas P450. Além disso, as expressdes foram avaliadas em SDS-
PAGE 12% (Figura 6). Coletou-se amostras de diferentes etapas da purificacdo, sendo possivel
constatar que todas as enzimas foram expressas em sua forma soltvel e com bandas compativeis
com o peso molecular tedrico, especificamente 52,0 kDa para P450pni; 50,1 kDa para P450cay;
45 kDa para P450csi; 45,8 kDa para P450wmar; 45,2 kDa para P450mgi; 52,1 kDa para P450aer; €
47,9 kDa para P450mce.
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Figura 6: SDS-PAGE 12% contendo amostras de diferentes etapas de purificacdo por
cromatografia de afinidade. Corrida em gel de amostras do pellet, sobrenadante, ndo-ligado e eluido
da purificacéo das proteinas P450pni, P450cav, P450mar, P450mg1, P450aer, P450asi & P450mce.
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Apos a purificagdo por cromatografia de afinidade em coluna com cobalto imobilizado,
realizou-se um teste enzimatico qualitativo para verificar se as enzimas foram purificadas em
sua forma ativa. Este teste avaliou a atividade peroxigenase em presenca do substrato acido
palmitico (C16:0), utilizando o reagente FOX (DELONG et al., 2002). Todas as enzimas
apresentaram atividade peroxigenase, com excecdo da P450csi que, apesar de ter sido
eficientemente purificada por cromatografia de afinidade, aparenta ndo possuir atividade
peroxigenase sob as condicdes testadas até 0 momento [acido palmitico 500 uM, fosfato de
sodio 50 mM, peréxido de hidrogénio 100 uM, pH 7,5, 37 °C]. Por este motivo, 0sS

experimentos com esta enzima foram descontinuados.

Apbs o teste preliminar de atividade peroxigenase, as proteinas seguiram para uma
purificacdo em cromatografia de exclusdo molecular para a remocdo dos contaminantes
restantes. Esta etapa foi feita em sistema FPLC e o monitoramento ocorreu no comprimento de
onda de 420 nm, relativo a absor¢do do grupamento heme. Os espectros obtidos podem ser

observados na Figura 7.



1
150

P450_
Dni
800 -
- —— Absorbancia (420 nm)
2 600 -
E
.8
L 400+
«O
Q0
[
?
9 2004
<
O =
T v T T 1
0 50 100 150
Volume (mL)
600 P450
Mar
é‘ —— Absorbancia (420 nm)
£ 400
ol
[$)
=
«©
=
?
2 200+
) \
0L, - Lk
0 50 100
Volume (mL)
1000 - P450
Aer
—— Absorbancia (420 nm)
=
<
E |
© (
O 500
| =
«D
£
o
(%]
Q
< J
0 -
50

100
Volume (mL)

1
160

Absorbancia (mAU)

Absorbancia (mAU)

800

(23
o
o

400

200

40

P450.,,

| — Absorbéancia (420 nm)

2000

1000

T T 1
50 100 150

Volume (mL)

P450,,,

—— Absorbancia (420nm)

N\

0 50
Volume (mL)

P430,,..

T 1
100 150

——— Absorbancia (420 nm)

0 50

T T 1
100 150

Volume (mL)

Figura 7: Cromatografias de exclusdo molecular em sistema FPLC. As corridas foram monitoradas
no comprimento de onda de 420 nm para todas as enzimas (P450oni, P450cay, P450mar, P450mg1, P450aer
e P450mce) possibilitada devido a presenca do grupamento heme.

Nos cromatogramas, foi possivel observar a presenga de um pico proximo ao volume

morto da coluna (40 mL) nas purificagdes de P450pni, P450cay € P450mg1, indicando a presenca

de agregados. Além disso, observou-se um pequeno pico, proximo ao volume de eluicéo de 60

mL, no cromatograma referente a enzima P450cay, podendo indicar que esta proteina possa
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adotar dois estados oligoméricos distintos (ensaios de SEC-MALS foram realizados
posteriormente para confirmar tal hipdtese). Os picos de maior intensidade foram coletados e

avaliados em SDS-PAGE 12%, como pode ser observado na Figura 8.
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Figura 8: SDS-PAGE 12% contendo fracdes coletadas da cromatografia de excluséo molecular.
FracOes das purificagbes das enzimas P450aer, P450mgl, P450mar, P450mce, P450cay € P450pn foram
coletadas e avaliadas em SDS-PAGE 12%. Todas, com exce¢do da P450aer, apresentaram banda Unica,
indicando um bom processo de purificacdo. A enzima P450ae apresentou uma segunda banda de
tamanho inferior a principal.

O gel indica que as enzimas P450mgi, P450mar, P450mce, P450cay € P450pni foram
purificadas eficientemente, apresentando bandas Unicas e de tamanho tedrico esperado. A
enzima P450aer apresentou uma segunda banda inespecifica, de tamanho inferior ao esperado,
e gue também foi observada anteriormente apos a purificacdo por afinidade. Apesar disso, 0
contaminante aparece em baixas concentracfes e nao aparenta influenciar na atividade
peroxigenase da enzima, pois esta apresentou atividade peroxigenase no teste incial, como
descrito anteriormente. Por isso, sua caracterizacdo biogquimica e biofisica seguiram

normalmente.

4.3 Cromatografia de exclusdo molecular acoplada a espalhamento de luz em
multiangulos (SEC-MALYS)

O espalhamento de luz em multiangulos (MALS) € uma técnica que determina o peso
molecular absoluto de um analito em solucéo a partir de equagdes fisicas basicas. Assim, a

combinacdo desta técnica com a cromatografia de exclusdo molecular (SEC) configura um
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método confidvel para a caracterizacdo de solucBes de uma ou mais espécies de proteinas
(SOME et al., 2019). Dessa forma, a fim de se estimar a massa molecular e estado oligomérico
das proteinas estudadas, as amostras foram avaliadas por SEC-MALS, em Tampédo C, com

cerca de 2 mg/mL de proteina.

As analises iniciais determinaram uma massa molecular de 57 kDa para a proteina
P450pni, indicando que, na condigéo avaliada, a enzima se encontra como um mondmero, estado
oligomérico comumente encontrado para a superclasse P450 . Nas analises com as P450wmar €
P450mg também foi determinado a presenca de mondémeros, com massas moleculares de 49,8
kDa e 47,55 kDa, respectivamente. Entretanto, é possivel observar uma pequena quantidade de
agregados, indicado por picos inespecificos de 146 kDa e 110,5 kDa. A enzima P450cay, apesar
de ser possivel observar a presenca majoritaria de monémeros (~52 kDa), apresentou uma
grande quantidade de agregados com massas moleculares variando consideravelmente. Esse
resultado pode indicar uma instabilidade da proteina na condicdo avaliada. J& a P450mce
apresentou uma massa molecular de 407 kDa, muito acima do valor monomérico esperado.
Considerando-se a massa molar tedrica, a medida encontrada corresponderia a um estado
oligomérico de octdmero. Caso confirmado esse dado, sera a primeira enzima descarboxilase
P450 relatada a adotar esta conformacdo. Os graficos obtidos a partir das analises de SEC-

MALS podem ser observadas na Figura 9.
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Figura 9: SEC-MALS das proteinas P450cav, P4500ni, P450mar, P450mce, P450mgi € P450aer. OS
resultados obtidos indicaram uma conformacdo majoritaria de monémeros das enzimas P450cay,
P450pni, P450mar € P450mg. O resultado obtido a partir da amostra da enzima P450wmc indicou uma
conformagdo octamerica, estado oligomético incomum para descarboxilases P450. Por fim, com o
resultado apresentado pela enzima P450a¢r, Ndo foi possivel definir o estado oligomérico desta proteina.

Por fim, a corrida de SEC-MALS realizada com a enzima P450a¢r Nd0 apresentou um
bom resultado, com um pico arrastado, como pode ser obervado na Figura 9. Assim, investigou-
se mais afundo, atraves de simulagdes computacionais, a estrutura terciaria adotada por essa
enzima e que poderia elucidar os motivos dos comportamentos observados nos géis de SDS-
PAGE e analise de SEC-MALS.



44

4.4 Mutacao dirigida da enzima P450aer

A predicdo de estruturas terciarias de proteinas a partir de sua sequéncia de aminoacidos
é um desafio complexo. Porém, nos ultimos anos, houve um grande avancgo nessa area, com 0
aprimoramento de técnicas computacionais e o desenvolvimento de tecnologias baseadas em
deep learning. Assim, com o0 intuito de se investigar o comportamento observado no
experimento de SEC-MALS da enzima P450aer, gerou-se um modelo de sua estrutura
tridimensional através do servidor web ROBETTA (http://robetta.bakerlab.org). O modelo
gerado foi, entdo, alinhado e comparado com a proteina OleT;e, como pode ser observado na

Figura 10.

Figura 10: Comparacdo da estrutura tridimensional da OleT ;e (em azul, codigo PDB 4L40) e do
modelo da proteina P450aer, gerado pelo servidor web ROBETTA (em vermelho). O alinhamento
da estrutura terciaria das enzimas evidenciou uma regido, presente na P450aer, Sem estrutura definida.

Comparando-se as estruturas, € possivel observar na regido N-terminal da P450aer a
presenca de uma extensdo flexivel composta por 74 aminoacidos, sem estrutura definida e
inexistente na OleT;e. Uma hip6tese levantada, portanto, baseia-se nessa regido como a
responsavel pela instabilidade e agregacdo observada anteriormente na analise de SEC-MALS.
Assim, com o intuito de proporcionar maior estabilidade na proteina, construiu-se uma enzima
mutante (P450acran74), COM a extensdo deletada. A remocao da estrutura foi realizada de forma
racional, através de uma PCR de delecdo, que consiste na construcdo de primers
complementares as regides flanqueadoras da parte a ser removida. Esses primers possuem,

ainda, uma cauda com complementariedade entre si, permitindo o fechamento do plasmideo
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através da técnica de Gibson. Ap6s a construcdo do vetor e clonagem em cepa DH5a, o
plasmideo foi purificado e enviado para sequenciamento para confirmacdo da mutacao.

A expressdo da proteina P4504can74 OcOrreu em cepas BL21 DE3 e sua purificagdo
seguiu 0 mesmo protocolo descrito anteriormente. Assim, apds a purificacdo por cromatografia
de excluséo molecular (Figura 11), uma amostra foi analisada por SDS-PAGE, demonstrando
que a banda inespecifica foi eliminada apds a mutacdo. Além disso, realizou-se um teste de
atividade peroxigenase utilizando o substrato C18:1 e o reagente FOX. O teste demonstrou que
a enzima foi purificada em sua forma ativa, comprovando que a mutacdo ndo afetou a
capacidade dessa enzima em atuar como peroxigenase nesse substrato. Por fim, a proteina
purificada foi enviada para analise de SEC-MALS, obtendo-se desta vez uma corrida com um
pico bem definido de 78 kDa, indicando um estado oligomérico de dimero, semelhante ao
encontrado na proteina OleTPrn. A OleTPrn €, até 0 momento, a Unica descarboxilase P450
descrita com conformacdo dimérica. Essa particularidade proporciona caracteristicas unicas a
essa enzima, como a presenca de uma esfera de segunda coordenacdo em torno do substrato,
que é crucial para a acomodacdo adequada da cauda alifatica do acido graxo no bolsao catalitico
(RADE et al., 2023).
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Figura 11: Purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular e anélise da P450aeran7s POF
SEC-MALS. (A) A corrida da proteina P4504cran74 foi monitorada no comprimento de onda de 420
nm, possibilitada pelo grupamento heme. (B) SDS-PAGE 12% contendo a fragéo coletada durante a
purificacio em coluna de exclusdo molecular. E possivel observar uma banda tnica no gel, indicando
uma boa qualidade da amostra. (C) A analise de SEC-MALS indicou que a P4504ean74 SE apresenta
majoritariamente na conformagédo de dimero, similar ao encontrado na OleTPgn.

As anélises constatando a porcdo adicional no N-terminal da peroxigenase OIleT aer
foram realizadas mais ao final do periodo do mestrado, quando obtivemos dados ndo confiaveis
de SEC-MALS. Apesar de testes preliminares de FOX demostrar que aparentemente a atividade
catalitica do mutante é bastante parecido com a selvagem, seria necessario uma maior

investigacdo sobre o papel estrutural e funcional dessa extensdo. Assim, € importante ressaltar
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que nas proximas secdes, todos os resultados se referem ao uso da proteina nativa, ou seja,

contendo a porgao extra no N-terminal.

4.5 Avaliacdo da estrutura secundéaria e desnaturacao térmica

A analise de dicroismo circular (CD) é capaz de monitorar a estabilidade das enzimas
em funcdo do aquecimento, além de permitir investigar a estrutura secundaria de proteinas. Esta
técnica envolve a incidéncia de uma luz circularmente polarizada na molécula, produzindo
diferentes padroes de absor¢do conforme as conformacgdes majoritarias de a-hélice ou folhas 8
da proteina analisada (SCHOWEN, 1993). Assim, como pode ser observado na Figura 12, as
analises de CD demonstraram uma predominancia de a-hélice na estrutura secundaria de todas
as enzimas desse trabalho, evidenciado pelas duas bandas negativas préximas a 208 nm e 222
nm. Esse resultado condiz com dados de OleT e, P450ssp € OleTPrn ja descritos na literatura
(RUDE et al., 2011).
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Figura 12: Espectro de dicroismo circular (CD) obtido das enzimas P450cay, P450mar, P450mce,
P450mgi, P450pni € P450aer. O software Origin foi utilizado para o tratamento de dados e elaboracgdo do
grafico. As analises foram feitas em tampao fosfato de sédio 50 mM, NaCl 300 mM, glicerol 5 %, pH

7,5. As concentracdes de enzima utilizadas foram de 3,5 uM, 5 uM, 1 uM, 2,5 uM e 2 UM para as
proteinas P450cav, P450mar, P450mce, P450mg € P450aer € P4500ni , respectivamente.

A termo-estabilidade das proteinas foi avaliada a partir da elipticidade molar mensurada
a 222 nm sob aquecimento das amostras. A fim de se verificar o efeito da adi¢do de substrato

no meio reacional, realizou-se a desnaturacdo térmica de todas as enzimas na auséncia e
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presenca de ligante. O ligante utilizado foi 0 C16:0 e os gréficos obtidos podem ser observados

na Figura 13.
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Figura 13: Andlise da estabilidade térmica das enzimas e a influéncia de um ligante na
temperatura de melting. Os graficos foram gerados pelo software Origin a partir de valores
normalizados da elipticidade molar a 222 nm. Utilizou-se Tampédo C com 4cido palmitico 100 uM e 3,5
UM, 5 uM, 1 pM, 2,5 uM e 2 uM para as enzimas P450cav, P450mar, P450mce, P450mgl1, P450aer € P4500ni,
respectivamente.

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que a enzima livre (sem a presenca de
um ligante) com maior Tm foi a P450mce (Tm de aproximadamente 59 °C), enquanto as enzimas
P450aer, P450pni € P450cay apresentaram temperaturas de melting mais baixas e bem préximas
entre si (Tm de aproximadamente 50 °C). Foi possivel observar também que a presenca de
C16:0 provocou um aumento significativo na Tm de algumas proteinas, como a P450aer,
P450mce, P450mgl € P450cay, indicando que a presenca de um ligante pode proporcionar uma
estabilizagdo estrutural em alguns casos. A Tabela 5 resume os valores de Tm encontrados para

cada proteina na presenca e auséncia do ligante.
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Enzima | Tm sem substrato | Tm com substrato
P450pni 49,8 51,1
P450cav 50,1 54,2
P450pg 57,7 72,2
P450mar 52 53,4
P450Mmce 58,8 70,7
P450aer 49,8 66,7

Tabela 5: Valores de Tm encontrados nas andlises por dicroismo circular. Foi verificado que a
presenca do substrato € capaz de deslocar a Tm das proteinas analisadas.

4.6 Caracterizacao enzimatica da atividade peroxigenase

A caracterizacdo da atividade peroxigenase foi realizada pela avaliacdo da presenca de
H20. em solucéo, utilizando o reagente FOX, conforme descrito por DELONG et al., 2002,
Este método envolve a rapida oxidagdo de Fe?* a Fe** mediada por peréxido e sob condicdes
acidas. O Fe*', na presenca de xylenol orange, forma o complexo Fe3*-xylenol orange, que pode
ser medido espectrofotometricamente a 560 nm. Embora a analise da acdo peroxigenase nao
confirme a capacidade de descarboxilacdo das enzimas, a observacdo de degradacdo de H>O»
na presenca de substrato indica a capacidade destas em atuar no acido graxo testado,
confirmando a funcdo de peroxigenase. Assim, com este método, € possivel avaliar as melhores

condicdes de atividade da enzima.

A caracterizacdo bioquimica avaliou condicBes 6timas de reacdo em relacdo a
concentracdo de NaCl, pH e temperatura de cada peroxigenase. A concentracdo das proteinas
utilizadas nas caracterizacGes foi selecionada com base na realizacdo de uma curva de
linearidade, assegurando que a quantidade de enzima nos testes estivesse dentro da faixa linear
de atividade enzimativa. Esta curva foi obtida ao se variar a concentragdo das proteias em uma
reacdo contendo 500 uM de &cido palmitico e 100 uM de H20, em tampdo fosfato de sodio,
pH 7,5. Os resultados obtidos a partir da variagdo de concentracdo de NaCl no meio reacional

pode ser verificado na Figura 14.
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Figura 14: Avaliacdo da influéncia da salinidade na atividade enzimatica. Curvas obtidas a partir
da variacdo da concentragdo de NaCl nas reacdes em tampdo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,5 e a 37 °C.

A avaliacdo da melhor concentracdo de NaCl na reacdo de cada enzima foi feita com
tampado fosfato de sddio 50 mM, pH 7,5 e a 37 °C. Os resultados obtidos demonstraram que as
enzimas P450pni e P450cay, ambas provenientes do Cluster 4 tém suas atividades reduzidas
conforme ha um aumento na concentracdo de NaCl na reacdo (Figuras 14A e 14B). Esses dados
se diferem da tendéncia halofilica encontrada na maioria das peroxigenases ja descritas na
literatura, como a OleT;g, que se estabiliza em 750 mM de sal (BELCHER et al., 2014; RUDE
et al, 2011), e as OleT,y (de Jeotgalicoccus halophilus), OleTsg (de Salinicoccus
gingdaonensis) e OleTsa (de Staphylococcus aureus) consideradas halofilicas moderadas por
necessitaram de 500 mM de NaCl (JIANG et al., 2019). Essa caracteristica menos halofilica
confere uma vantagem na utilizacdo in vitro dessas proteinas, ja que facilitaria 0 emprego delas
em processos de descarboxilacdo em larga escala, ndo havendo a necessidade de inclusdo de
aditivos para a reagdo enzimatica, simplificando também o processo de purificacdo dos
produtos desejados. Além disso, a necessidade de baixas concentracOes de sal, torna-as mais
adequadas para serem utilizadas em construcdes de engenharia metabdlica visando a producéo
in vivo de hidrocarbonetos, considerando-se a baixa concentragdo natural desses ions no meio
intracelular de microrganismos. Poucas OleTs, até 0 momento, apresentaram atividade sem a
necessidade de NaCl no meio reacional, sendo uma delas a OleTPrn (RADE et al., 2023),

também do Cluster 4 e amplamente estudada pelo nosso grupo de pesquisa, indicando que essa
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caracteristica é, provavelmente, intrinseca ao cluster estudado. Da mesma maneira, as enzimas
P450mce € P450aer apresentaram resultados satisfatorios nesta avaliacdo, visto que ambas
possuem atividade na auséncia de NaCl e necessitam de baixas concentracdes deste sal (cerca
de 25 mM) para que haja aumento da atividade enzimatica (Figuras 14C e 14F). Por fim, as
enzimas P450mar € P450mg1, embora apresentem atividade na auséncia de NaCl, demonstraram
uma maior atividade na presenca de 250 mM e 100 Mm de NaCl, respectivamente (Figuras
14D e 14E). Apesar disso, quando comparadas a proteina modelo OleTg, todas as enzimas

apresentaram atividade de peroxigenase em baixas concentracdes de sal.

A anélise do efeito do pH na catélise da reacdo foi estabelecida a 37 °C, utilizando-se
tampéo fosfato-citrato 50 mM para a enzima P450pni, com pontos definidos entre os pH 4 e 8.
A avaliacdo da atividade enzimatica em pH acima de 8 ndo foi possivel devido a
incompatibilidade da enzima com tampdes com capacidade de tamponamento nesta faixa. Ja
para a P450cay, a reacdo foi feita a 37 °C e utilizou-se tampao fosfato-citrato 50 mM para a
faixa de pH entre 5,5 e 8,0 e tampéao glicina 50 mM entre pH 8,0 e 10. Para as demais proteinas,
utilizou-se tampdo fosfato-citrato-glicina, a 37 °C. As concentracdes de NaCl utilizadas em
cada caracterizacdo foi baseada nos valores 6timos de cada enzima encontrados na curva de

NaCl descrita anteriormente. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 15.
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Figura 15: Avaliagdo da influéncia do pH na atividade enzimatica. Curvas obtidas a partir da
variacao do pH nas reagdes conduzidas em tampéo fosfato-citrato 50 mM a 37 °C para a enzima P450pni.
Para a avaliacdo de P450cay, utilizou-se tamp&o fosfato-citrato 50 mM para a faixa de pH entre 5,5 8,0
e tampéo glicina 50 mM entre pH 8,0 e 10. A reacgéo foi incubada a 37 °C. Por fim, utilizou-se tamp&o
fosfato-citrato-glicina 50 mM a 37 °C, para as demais reac¢@es, com concentracdo de NaCl de acordo
com os ideais observados nas curvas anteriores.
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A partir dos resultados de avaliacdo da influéncia do pH (Figura 15), foi possivel
constatar que as P450s analisadas possuem pH 6timo de atividade préximo do neutro a bésico,
sendo a P450mar a enzima com menor pH 6timo de atividade (aproximadamente 6,5) e a P450aer
com maior valor de pH 6timo (aproximadamente 8,5). Como observado na Figura 15A e 15C,
as enzimas P450pni € P450mce apresentaram o mesmo pH ideal para a atividade peroxigenase,
em torno de 7,5. Ja as proteinas P450cav € P450mgi demonstraram um pico de atividade no valor
de pH 8 (15B e 15E). Esses resultados se aproximam do pH ideal para a atividade da OleTe e
OleTPrn, conforme descrito na literatura (BHARADWAJ et al., 2018; LIU et al., 2014; RADE
et al., 2023).

As curvas de temperatura foram feitas em tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,5 e
concentracdo de sal de acordo com os valores 6timos de cada enzima, encontrados na curva de
NaCl descrita anteriormente. Os resultados obtidos a partir desta anélise podem ser observados
na Figura 16.
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acordo com os ideais encontrados nas analises anteriores.
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Em relacdo ao efeito da temperatura na atividade enzimética, observou-se que as
peroxigenases P450mce € P450mg1 apresentam preferéncia por temperaturas mais altas, com pico
de atividade em torno de 55 °C (Figura 16C e 16E). Por outro lado, a enzima P450cav (Figura

16B) apresentou a temperatura 6tima mais baixa (35 °C) dentre as P450 analisadas neste
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projeto, seguida das enzimas P450pni e P450mar (Figura 16A e 16D), ambas com maior atividade
em 40 °C. Esses resultados se assemelham ao descrito para a enzima OleTPrn, que apresenta
melhores conversdes entre 30 °C e 35 °C (RADE et al., 2023). Por fim, a proteina P450aer
demonstrou ser mais ativa a 45 °C (Figura 16E), temperatura intermediaria entre as enzimas
avaliadas. A partir desses resultados, pode-se afirmar que todos os valores de atividade maxima
encontrados divergem consideravelmente da temperatura 6tima de atividade da enzima OleT e
(28 °C) (LIU et al., 2014). Essa variacdo indica, possivelmente, que a caracteristica termofilica
pode ser intrinseca aos organismos do cluster analisado, com destaque para o Cluster 3, cujas
proteinas apresentaram os valores mais altos. A caracteristica termofilica das enzimas pode,
ainda, auxiliar numa possivel aplicacdo industrial em sistemas cell free, j& que a utilizacao de
temperaturas altas pode minimizar problemas de contaminagdo por microrganismos durante a
reacdo. Além disso, as temperaturas correspondentes a diminuicdo brusca da atividade sao
similares aos valores de Tm obtidos por dicroismo circular (Figura 13), indicando que a queda
de atividade, observada nas temperaturas mais altas, pode estar relacionada a perda da estrutura

secundaria adequada para a catalise da reacao.

4.7 Andlise de Cromatografia Gasosa (GC) para a producao de alcenos.

A identificacdo e quantificacdo dos produtos das reacbes enzimaticas foi realizada
através da cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizacdo de chama. Essa técnica
permite a separacdo de misturas complexas de analitos volateis, sendo possivel sua
quantificacdo a partir de padrdes internos (DALLUGE; BEENS; BRINKMAN, 2003). Assim,
a fim de se verificar a capacidade das enzimas em atuar em diferentes substratos, as reac6es
foram conduzidas utilizando os acidos graxos C10:0 (&cido caprilico), C12:0 (acido laurico),
C14:0 (acido miristico), C16:0 (&cido palmitico), C18:0 (acido estearico) e C18:1 (acido
oleico). As condicOes de reacdo para cada enzima foram estipuladas a partir dos dados obtidos
na caracterizacdo bioguimica descrita anteriormente. Utilizou-se os valores de pH, temperatura
e concentracdo de NaCl em que as proteinas apresentaram valor maximo de atividade

peroxigenase. Os resultados de GC-FID estao representados na Figura 17.
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Figura 17: Perfil de producéo de alcenos e hidroxilados. As reagdes foram conduzidas em uma faixa
de &cidos graxos e utilizando-se as condi¢bes 6timas de pH, temperatura e concentracdo de sal
observados na caracterizacdo bioquimica. Em cinza esta representada a producéo de alcenos, em laranja
a producdo de a-hidroxilados e em azul os B-hidroxilados.
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A partir das andlises representadas na Figura 17, é possivel observar a presenca de
produtos hidroxilados e alcenos para todos os substratos e enzimas testadas, confirmando que
todas as enzimas podem ser consideradas OleTs. Foi possivel observar também que, em alguns
casos, ndo houve conversdo total (100%) do substrato em produto pela enzima. Dentre as
enzimas avaliadas, a OleTcav apresentou as menores conversdes de substrato, no geral. Por
outro lado, a OleT aer apresentou resultados promissores, principalmente na converséo de C12:0
e C18:1.

A obtencdo de 1-noneno, a partir de C10:0, ocorreu em maior porcentagem através da
catalise com as enzimas OleTaer e OleTmar. Esta Ultima, ainda, demonstrou uma clara
preferéncia a substratos de cadeia carbénica menores, havendo diminui¢éo na taxa de conversao
de hidroxilados e alcenos, conforme houve um aumento no tamanho da cadeia. Entretanto, 0s
produtos hidroxilados em C10:0 correspondem a uma grande porcentagem em ambos 0s casos,
apresentando resultados menos satisfatérios, nesse substrato, quando comparados a enzimas
descritas na literatura, que obtiveram conversdes proximos a 60% (JIANG et al., 2019;
MATTHEWS et al., 2017; RADE et al., 2023; XU et al., 2017).

Dentre todos os acidos graxos avaliados, o C12:0 apresentou maior porcentagem de
conversdo em alceno terminal pela enzima OleT aer, Superando inclusive valores descritos na
literatura para a OleTg, OleTsa e OleTPrn € se aproximando dos observados para OleTH e
OleTsg, ambas com conversdes proximas a 80% (JIANG et al., 2019; LIU et al., 2014,
MATTHEWS et al., 2017; RADE et al., 2023). Além da OleT aer, @ OleTpni também apresentou
boa taxa de descarboxilacdo, com cerca de 55% de producdo de alcenos, o que indica uma
tendéncia a descarboxilacéo frente a hidroxilagdo desse substrato. Esses resultados indicam a
possibilidade de aplicacdo futura dessas enzimas para a producdo de 1-undeceno a partir do

acido laurico.

A producédo de 1-trideceno ocorreu em maior proporcao nas rea¢fes com as enzimas
OleTaer € OleTmce. Ainda assim, os valores observados de conversdo ndo foram téo elevados
quanto os descritos por L1U et al., 2014 e RADE et al., 2023 ao utilizar as OleT e (cerca de 95%
de converséo) e OleTrn (60% de converséo), respectivamente (JIANG et al., 2019). Em relagéo
a producéo de 1-pentadeceno, as enzimas OleTpni e OleTaer Obtiveram rendimentos bastante
similares, com as melhores taxas de conversdo de &cido palmitico (cerca de 60%). Esse

resultado se aproxima ou ultrapassa valores encontrados na literatura para demais enzimas
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P450, que variam de cerca de 10% a um pouco mais de 60% (JIANG et al., 2019; LIU et al.,
2014; MATTHEWS et al., 2017; RADE et al., 2023; XU et al., 2017).

As enzimas OleTme, OleToni €, principalmente, OleTaer demonstraram grande
capacidade de conversdo de 4&cido estearico em 1-heptadeceno, alcancando resultados
semelhantes ao descritos por RADE et al., 2023 com a OleTPrn (60%). Tal substrato ndo é
comumente o preferencial de enzimas descarboxilases P450 (JIANG et al., 2019; LIU et al.,
2014; XU et al.,, 2017). Em 2017, um estudo publicado por MATTHEWS et al., 2017,
investigou o papel de alguns aminoécidos nas reagdes catalisadas por OleT;e. Os autores do
artigo demonstraram que a variante R245L de OleTe apresenta uma mudanca de perfil de
descarboxilacdo, havendo uma diminuicdo na producéo de alcenos de cadeia média, porém com
um aumento na producdo de 1-heptadeceno. A porcentagem de conversdo obtida na analise

dessa variante é proxima do obtido a partir das catalises com OleT aer € OleTpni.

Por fim, as enzimas OleTwce e OleT aer demonstraram, ainda, serem capazes de converter
0 substrato monoinsaturado acido oleico (C18:1), com altas taxas de formacdo de 1,8-
heptadecadieno. Este &cido graxo corresponde a um dos FA mais abundantes na natureza,
podendo ser encontrado na maioria dos 6leos naturais (NTAMBI; MIYAZAKI, 2003). Assim,
é de grande interesse a descoberta de OleTs capazes de atuar com eficiéncia nesse substrato.
Até 0 momento, apenas a OleTPrn demonstrou essa capacidade, porém, com um rendimento

menor que o encontrado para a OleT aer, cerca de 60%.

Esses resultados podem contribuir significativamente para aumentar o arsenal de
enzimas nativas disponiveis para serem utilizadas na producdo de alcenos a partir de acidos
graxos, principalmente de cadeias longas. Além disso, a capacidade de descarboxilacdo de
acidos graxos de diferentes tamanhos e insaturacfes, com destaque para as taxas de conversao
obtidas com a enzima OleT aer, indica que as peroxigenases P450 aqui estudadas se apresentam
como bons alvos para serem utilizados na producao in vitro e in vivo de hidrocarbonetos. Dessa

forma, a OleT aer foi Selecionada para o engenheiramento da levedura oleaginosa Y. lipolytica.

4.8 Selecédo da enzima e construcao dos vetores para producédo in vivo de alcenos
Os resultados obtidos a partir das analises de GC-FID indicaram a OleT aer COMO a mais
promissora na conversao de acidos graxos em alcenos terminais, com destaque para as altas

taxas de conversao do acido oleico, o acido graxo mais abundante em Y. lipolytica. Além disso,
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a OleTaer também apresenta atividade catalitica em condices fisioldgicas, ou seja, pH 7-7,5 e
30-35°C. Assim, essa proteina foi selecionada para a construgdo de vetores para a producao in
vivo de hidrocarbonetos na levedura oleaginosa Y. lipolytica. A enzima OleTPrn também foi
utilizada para se obter uma referéncia na producdo final de alcenos. Como descrito
anteriormente, a OleTPrn ja foi bem caracterizada e apresenta excelentes resultados em
diferentes substratos, além de possuir atividade 6tima em condic¢Oes de temperatura e pH mais
préximos da encontrada no meio intracelular de leveduras (RADE et al., 2023). Desta forma,
ao final do projeto, comparou-se a producdo total de hidrocarbonetos para ambas as
construcdes, resultado que sera discutido posteriormente. Os genes foram sintetizados
comercialmente e, com a finalidade de garantir a disponibilidade de &cidos graxos e o co-
substrato peroxido de hidrogénio para a atividade catalitica da enzima, o sinal de
direcionamento de peroxissomo PTS1 (Peroxissome Targeting Signal tipo 1) foi adicionado ao
final dos genes. O PTS1 codifica um tripeptidio no C-terminal de proteinas, direcionando-as a
matriz do peroxissomo. Em muitos organismos eucariotos, essa organela ¢ responsavel pela -
oxidacdo de acidos graxos, produzindo peroxido de hidrogénio como subproduto da reacdo
(YELDANDI; RAO; REDDY, 2000). Assim, acredita-se que 0 enderecamento de
peroxigenases P450 para o peroxissomo facilite a obtencéo tanto do substrato quanto do co-
substrato H20o.

Os vetores foram construidos a partir da técnica de Golden Gate. Todas as partes
utilizadas sdo flanqueadas por sequéncias complementares (overhangs) entre as diferentes
partes bioldgicas (promotores e terminadores), desenhadas de forma racional. Assim, durante o
assembly, cada parte se liga de acordo com a complementariedade do building block
correspondente, impedindo, por exemplo, o fechamento do plasmideo sem que haja a insercao

do gene.

Para a construcdo dos vetores para superexpressdo da OleTaer, 0 terminador utilizado
em todas as construcdes foi o tLIP2 (Extracellular Lipase), um dos mais encontrados na
literatura em cassetes para expressdo em Y. lipolytica. Além disso, testou-se duas versdes
distintas do promotor TEF (Translation Elongation Factor): o promotor nativo pTEF1 e uma
variante para aumento da expressdo da proteina recombinante (8UAS-pTEF), que contém um
enhancer acoplado (UAS), cuja sequéncia é repetida 8 vezes. Assim, é possivel verificar se a
superexpressdo do gene heterdlogo provoca toxicidade celular, afetando o crescimento das
cepas construidas. Por fim, o vetor backbone utilizado possui 0 gene LEU2 para selegédo
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auxotrofica dos transformantes de Y. lipolytica, além dos genes de resisténcia a
espectinomicina, para selecdo em bactéria, e GFP (Green Fluorescent Protein) como gene
reporter. Ap6s as montagens in vitro dos plasmideos, as reacdes foram utilizadas para
transformacéo em E. coli TOP10 em meio LB contendo espectinomicina. O gene GFP, presente
no backbone, é flanqueado pelos sitios de restri¢do utilizados para clonagem, de forma que,
durante o assembly das partes, esse gene é substituido pelo cassete de expressao, servindo de
reporter de falsos negativos. Para validacdo dos transformantes, utilizou-se primers especificos
para a regido promotora e o gene de interesse inserido (Tabela 2), resultando em produtos de
PCR de, aproximadamente, 950 pb (Figura 18). Assim, obteve-se as construcbes pHYD57 e
pHYD58, contendo os promotores 8UAS-pTEF e pTEFL, respectivamente. Apds um teste
preliminar de transformacdo de Y. lipolytica com os plasmideos recombinantes contendo
OleT aer, pode-se verificar que a expressao da enzima OleT aer SOb 0 promotor 8UAS-pTEF néo
afetava expressivamente o crescimento das col6nias (resultado discutido posteriormente),
assim, a mesma estratégia de clonagem foi realizada para o gene da OleTPrn cCOM 0 promotor
8UAS-pTEF (pHYD60). Todos os vetores recombinantes foram posteriormente validados por

sequenciamento.

pHYD58 pHYDS7 pHYD60
12345678 12345678 1 2 3 4 5 6
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Figura 18: Corrida de gel de agarose 1% com as amostras de PCR de coldnia. Apos a transformagéo
em E. coli TOP 10, os candidatos foram submetidos a PCR de col6nia e os positivos foram identificados
a partir da amplificacdo de fragmentos de 950 pb, para os vetores pHYD58 e pHYD57, e 1200 pb, para
0 vetor pHYDG60.

4.9 Construcao das cepas de Y. lipolytica para producao in vivo de alcenos

Neste trabalho, foram utilizadas quatro cepas parentais, a cepa nativa Y. lipolytica Pold,
utilizada como controle, e trés cepas engenheiradas anteriormente, sendo elas as cepas Y.
lipolytica Obese, IMY5746 e IMY5381. A cepa Obese foi selecionada devido a sua capacidade

de acumular altas quantidades de lipidio intracelular, mas ndo necessariamente FFA. De acordo
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com LAZAR et al., 2014, a sintese lipidica da Obese foi aprimorada através da superexpressao
de GPD1, gene importante para a formacdo de glicerol-3-fosfato, e DGA2, responsavel por
promover a formacéo de bolsas lipidicas (Lipid droplets). Por outro lado, as cepas IMY5746 e
JMY5381 foram engenheiradas para superproducdo de FFA. De acordo com LEDESMA-
AMARO et al., 2016, estas cepas foram construidas baseadas em delecdes e superexpressées
de genes importantes para a producdo e exportacdo de FFA. Ambas possuem interrupcdes nos
genes da acil-CoA sintetase (Afaal) e multifunctional B-oxidation protein (Amfel), essenciais
para a degradacédo de acidos graxos pela via de p-oxidacao. No entanto, a cepa JIMY5746 possui
ainda a superexpressao dos genes DGA2 e TGL4, sendo o segundo responsavel por codificar
uma lipase, a fim de reciclar o &cido graxo livre incorporado aos triglicerideos. Em contraste,
DGAL e DGA2, além de outros genes, foram deletados na cepa JMY5381, impedindo a
formacéo das bolsas lipidicas, por coibir a formacéao de acilglicerois e mantendo o acido graxo
na forma livre. Neste caso, a estratégia utilizada consiste em mimetizar a via bacteriana para a
sintese de FFA (GIRVAN; MUNRO, 2016). Em bactérias, a sintese é conduzida por diferentes
enzimas, entre elas uma tioesterase, que estaria diretamente relacionada a liberacdo de FFA
para o citoplasma. Assim, a superexpressdo de genes heterélogos da Acil-Coa tioesterase Rn-
TEIl aparenta aumentar a secrecdo de FFA na auséncia de DGAl e DGA2 (GIRVAN,;
MUNRO, 20186).

Para facilitar a selecdo dos transformantes sem a necessidade de utilizacdo de
antibidticos, foi realizado primeiramente o knockout de LEUZ2 nas cepas JMY5746 e IMY5381,
pois ambas sdo originalmente prototroficas. A delegcdo ocorreu pelo sistema de recombinacédo
Cre-LoxP, técnica utilizada para excisar, inverter, translocar ou inserir um gene, a partir de
sitios de 34 pb (loxP) que se recombinam quando a enzima Cre (Causes recombination)
recombinase é expressa (KUHN; TORRES, 2002). As cepas JMY5746 e JMY5381 foram
previamente construidas com os genes LEU2 e URAS3 sendo flanqueados por motivos loxP.
Desta forma, para a dele¢do de LEU2 neste trabalho, as cepas foram transformadas utilizando
um plasmideo epissomal, com resisténcia a higromicina, contendo a sequéncia da recombinase
Cre, selecionadas em meio YPD e posteriormente testadas em meio minimo contendo uracila

e/ou leucina. Os resultados obtidos das dele¢Ges podem ser observados na Figura 19
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Figura 19: Sele¢do de cepas com auxotrofia para leucina e uracila. (A) Depois da transformacéo
com a cepa JMY5746 utilizando o plasmideo contendo a Cre recombinase, os candidatos foram
plagueados em diferentes meios. Todos os candidatos cresceram em YPD e SMD Ura*, enquanto apenas
a cepa de numero 18 foi capaz de crescer em SMD Leu*, indicando que as demais tiveram o gene LEU2
removido. (B) Apds a transformagdo com a JIMY5381 utilizando o plasmideo com a Cre recombinase,
apenas 3 coldnias cresceram na placa. Essas colénias foram estriadas em diferentes meios para
screening. Todos os candidatos cresceram em YPD, porém nenhuma foi capaz de crescer nas outras
condicdes, indicando que todos os candidatos tiveram ambos os genes (URA3 e LEU2) removidos.

Como observado na Figura 19, com excecdo do mutante 18, nenhum dos candidatos da
JMY5746 cresceram em meio sem suplementacéo de leucina, indicando que o gene LEU2 foi
removido com sucesso. Além disso, todos os candidatos cresceram na placa sem suplementacdo
de uracila, indicando que o gene URA3 permaneceu intacto. Em contraste, os mutantes da cepa
parental JMY5381 cresceram apenas em meio suplementado com ambos o0s substratos,
indicando o knockout de ambos 0s genes. Apos a obtencgdo de todas as cepas auxotroficas, estas
foram, entdo, transformadas utilizando-se os vetores construidos anteriormente. As insercdes
dos genes heterélogos no genoma foram confirmados por PCR de colbnia (Figura 20),
utilizando os mesmo primers usados durante a criacdo dos vetores, e um clone de cada
transformacéo foi selecionado para seguir para os proximos ensaios. Desta forma, 12 novos

mutantes de Y. lipolytica foram gerados, resultante das transformacbes das cepas Pold
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(HYDy50, 52 e 60), Obese (HYDy51, 53 e 61), IMY5746 (HYDy41, 45 e 57) e IMY5381
(HYDy54, 55 e 62), com os vetores pHYD58, pHYD57 e pHYDG60 (respectivamente).

HYDy50 HYDy52 HYDy60

1kb

0.5 Kb

HYDy53

HYDy41 HYDy45 HYDy57

HYDyé61

12 3 45 6 C
JEb=—"

“"*'i-L W —y

0.5 Ill—.

Figura 20: Gel de agarose das transformac6es em Y. lipolytica. As PCRs de col6nia foram feitas
utilizando-se 0 mesmo par de primers usado para a construgdo dos vetores. Para o vetor pHYD58
e pHYD57, o fragmento gerado foi de aproximadamente 950 pb, enquanto que para a construcao
pHYDG60, os fragmentos gerados foram de aproximadamente 1200 pb.

Para 0s préximos passos, as cepas ainda auxotroficas para uracila foram transformadas

novamente com um cassete contendo o gene URAS3, restaurando a prototrofia. Assim, ndo ha a
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necessidade de suplementagdo do meio com essa base nitrogenada durante o cultivo. Todas as

cepas de Y. lipolytica construidas nesse trabalho foram apresentadas na Tabela 1.

4.10 Teste de Crescimento das cepas de Y. lipolytica

A avaliacdo do efeito da expressdo génica no crescimento das cepas engenheiradas foi
realizada a partir de um teste em meio SMD 6%, com alta concentracdo de glicose e baixa
disponibilidade de nitrogénio. Sabe-se que uma alta razdo C/N afeta diretamente a producgéo de
bolsas lipidicas e, consequentemente, a sintese de FFA (LEDESMA-AMARO et al., 2016). O
crescimento foi avaliado em placas de 96 pocos, em triplicata bioldgica, e as cepas parentais

foram utilizadas como controle. As curvas obtidas podem ser observadas na Figura 21.
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Figura 21: Curvas de crescimento em meio sintético comparando as cepas engenheiradas e seus
respectivos parentais. Todas as cepas construidas nesse trabalho atingiram DOs finais similares aos
controles.
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De acordo com a Figura 21, especialmente as cepas HYDy41, HYDy50 e HYDy52
apresentaram uma fase lag mais longa, quando comparadas aos respectivos controles, indicando
que a expressdo da OleTaer pode aumentar o periodo de laténcia da célula, a depender da
construcdo. Entretanto, todas atingiram uma DO final muito similar. Além disso, a partir dos
dados de crescimento celular, a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € 0 tempo
de duplicacéo de cada cepa foram determinados (Tabela 6).

Cepa tmax (1) Tempo de duplicagéo (h)
HYDy50 0,1066 + 0,0031 6,5641
HYDy52 0,108 + 0,0026 6,4635
HYDy60 0,1222 + 0,003 57274

pold 0,1106 £ 0,0048 6,3240
HYDy41 0,0962 + 0,0016 71,2727
HYDy45 0,1109 £ 0,0045 6,3074
HYDy57 0,11 £ 0,0040 6,3625
JMY5746 0,1123 £ 0,004 6,2327
HYDy54 0,0854 + 0,0027 8,1900
HYDy55 0,1064 £ 0,0014 6,5777
HYDy62 0,1038 + 0,0015 6,7411
JMY5381 0,1226 + 0,0022 5,7092
HYDy51 0,120 + 0,0037 5,7947
HYDy53 0,1179 + 0,0028 5,9342
HYDy61 0,1112 £ 0,0041 6,2938

Obese 0,1044 + 0,0042 6,6992

Tabela 6: Valores de pumax € tempo de duplicacéo calculados a partir de dados experimentais. Os
dados indicam valores de Umax Similares entre os respectivos controles e as cepas construidas.

Considerando-se os valores obtidos € possivel concluir que as cepas construidas a partir
da pold e Obese possuem pmax Similares a parental, apresentando, inclusive, valores de imax
superiores ao controle, como observado na HYDy51. Em relacdo as cepas derivadas da
JMY5746, a HYDy41 apresentou a menor velocidade especifica de crescimento. Por fim,
dentre as cepas derivadas da JMY5381, todas demonstraram menores valores de Pmax quando

comparadas a parental, com destaque paraa HYDy54, que apresentou o valor mais baixo. Ainda
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assim, de modo geral, 0s pmax encontrados sdo bem proximos entre as cepas construidas e seus
respectivos controles, indicando que a insercdo do gene, provavelmente, ndo afetard de forma

significativa a utilizacdo dessas cepas para a producéo de alcenos.

4.11 Quantificacdo da producéo de alcenos in vivo

A quantificacdo da producéo de alcenos foi avaliada ap6s 48h de cultivo a 30 °C em
meio SMD 6%, utilizando-se as cepas recombinantes construidas nesse trabalho e seus
respectivos controles (cepas parentais). Inicialmente, avaliou-se a producdo intra e extracelular
através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a HS-SPME. Essa técnica de injecdo de
amostras se baseia na sorcao de analitos em uma fase extratora por uma fibra de silica. A fibra
¢ exposta ao “espago vazio” (headspace) dos tubos de analise e, apds o aquecimento controlado
da amostra, ocorre a dessorcao térmica do extrato concentrado no amostrador da cromatografia
gasosa (VUCKOVIC et al., 2010). Assim, essa técnica permite a detec¢cdo de hidrocarbonetos
presentes nos tubos de andlise, sem a interferéncia dos acidos graxos. Os resultados obtidos a
partir da quantificacdo de alcenos pela técnica de HS-SPME acoplada a GC-FID demonstrou
que quatro das doze cepas contruidas foram capazes de produzir hidrocarbonetos, sendo as trés
cepas geradas a partir da JMY5381 (HYDy54, HYDy55 e HYDy62) e a cepa Obese
superexpressando a enzima OleTPry (HYDy61). No entanto, toda a produgdo de
hidrocarbonetos se manteve dentro da célula. As concentracdes calculadas podem ser

observados na Figura 22.
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Figura 22: Producédo de alcenos das cepas HYDy61, HYDy54, HYDy55 e HYDy62. Foi possivel
observar a produgéo de alcenos em 4 das 12 cepas construidas neste trabalho, sendo as cepas HYDy61
e HYDy62 construidas a partir dos vetores contendo a enzima OleTPry € as cepas HYDy54 e HYDy55
construidas a partir dos vetores contendo a enzima OleT aer. Nas cepas controle Obese e IMY5381 ndo
foi detectado producéo de alcenos.

A quantificacdo da producdo de alcenos indicou gque a cepa contendo o promotor com o
enhancer 8UAS (HYDy55) de fato apresentou um melhor rendimento quando comparado a
cepa sem essa regido (HYDy54), sendo ambas engenheiradas a partir do vetor contendo a
OleT aer € compartilhando a mesma cepa parental (JMY5381). Em relagdo a producao total de
alcenos, pode-se verificar que as cepas contendo o gene da OleTPrn (HYDy61 € HYDy62)
apresentaram os melhores resultados de producéo in vivo, principalmente de C17:2. Esse dado
conflita com o observado em testes in vitro, uma vez que a OleTaer apresenta uma maior taxa
de conversdo do &cido oleico que a enzima OleTPrn. Possivelmente, apesar da OleT aer
apresentar atividade em temperaturas e pHs proximas do encontrado no meio intracelular de
leveduras (30 °C e pH proximo de 7), essa enzima tem seu pico de atividade em 45 °C e pH
8,5, enquanto a OleTPrn possui 6timos proximos a pH 7,5 e 35°C. Essa caracteristica pode ter
impactado negativamente o funcionamento da enzima OleTaer quando inserida na levedura.
Apesar dos rendimentos obtidos ndo superarem os valores descritos na literatura de producéo
in vivo de hidrocarbonetos, este trabalho demonstra que as enzimas OleTs possuem um grande
potencial, ainda pouco explorado para producdo microbiana de hidrocarbonetos renovaveis (LI
et al., 2020).
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5. Concluséo

A necessidade de opc¢des mais sutentaveis na producdo de hidrocarbonetos evidencia a
importancia da investigacdo de rotas bioldgicas como alternativa a esse problema. Este
trabalho, portanto, demonstrou o potencial biotecnoldgico de enzimas peroxigenases P450 na
producdo in vitro e in vivo de alcenos. Ao todo, 7 proteinas foram exploradas e, com exce¢do
da P450csi, todas se apresentaram como OleTs (olefinas terminais). Além disso, constatou-se
que estas possuem tendéncias menos halofilicas quando comparadas a maioria das OleTs ja
descritas na literatura, como a proteina modelo OleT:, o que facilita a utilizacdo dessas
enzimas em processos industriais. Em relacdo a eficiéncia de conversdo, o resultado de
quantificacdo de alcenos in vitro demonstrou que a OleTaer possui 0 melhor rendimento na
maioria dos substratos avaliados, com destaque para o rendimento obtido a partir do acido
oleico, o &cido graxo mais abundante na natureza. Com base nessas observacgdes, escolheu-se
essa enzima para a expressao na levedura oleaginosa Yarrowia lipolytica. Essa etapa foi
desenvolvida em parceria com o professor Dr. Rodrigo Ledesma-Amaro, do departamento de
bioengenharia da Imperial College London. Durante o projeto, construiu-se 12 diferentes
cepas, incluindo cepas contendo a enzima OleTPrn, proteina amplamente estudada pelo grupo
de pesquisa da Dra. Leticia Zanphorlin e cujas taxas de conversdo em acido oleico também
sdo promissoras. Os dados demonstraram, ainda, que a expressao dessas enzimas e a producao
de alcenos ndo afeta de modo significativo o crescimento das cepas. Por fim, a avaliacdo da
producdo in vivo de alcenos demonstrou que, das 12 cepas construidas, 4 foram capazes de
produzir hidrocarbonetos em concentragdes detectaveis ao método utilizado (cromatografia
gasosa). Apesar das concentracdes totais de alcenos obtidas ainda serem baixas, essa
dissertacdo reporta pela primeira vez a prova de conceito da producao de olefinas por meio da
insercdo de enzimas descarboxilases P450 em Yarrowia lipolytica. Além disso, esse resultado
demonstrou o potencial da engenharia genética, aliada a estratégias de enzimologia, na

obtencdo de bioprodutos mais sustentaveis.
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