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INTRODUGAO:

Alcenos terminais constituem uma plataforma quimica industrialmente importante para a
producao de polimeros, fertilizantes, lubrificantes, surfactantes e especialmente, biocombustiveis drop-
in, pois sdo moléculas funcionalmente semelhantes aquelas de origem féssil. Atualmente, alcenos sao
produzidos por meio de conversao quimica, isto €, craqueamento em condi¢cdes de alta temperatura e
pressdo, usando matéria-prima baseada em petréleo. Alguns microrganismos descobertos
recentemente, especialmente as bactérias dos géneros Jeotgalicoccus e Pseudomonas sao
conhecidas por produzir alcenos naturalmente, pois possuem eu seus genomas as enzimas CYP152
(pertencente a superfamilia P450) e UndA, respectivamente, que sdo capazes de descarboxilar acidos
graxos produzindo 1-alcenos, o que poderia funcionar como uma plataforma bioldgica substituinte do
petréleo. Raras enzimas do tipo UndA que possuem atividade de descarboxilacdo foram descobertas e
apenas uma possui estrutura terciaria elucidada (PDB 4WWJ). Diante disso, o conhecimento sobre os
mecanismos moleculares dessas descarboxilases ainda € muito escasso, principalmente pelo fato da
auséncia de informagdes estruturais.

Sendo assim, o objetivo desse projeto de iniciagdo cientifica € otimizar os protocolos de
expressao heterdloga e purificagdo das descarboxilases selecionadas (UI676 e UI187) para obter
quantidade desejada visando estudos estruturais de alta resolu¢do por cristalografia de raios-X. Além
disso, realizar estudos biofisicos, utilizando técnicas de dicroismo circular e espalhamento de luz
dindmico na presenca e auséncia de acidos graxos de diferentes tamanhos. Os resultados poderao
nos ajudar a entender a relagdo da estrutura e fungcdo dessas enzimas bem como seus mecanismos

moleculares.

METODOLOGIA:

Com o intuito de descobrir novas descarboxilases, nosso grupo de pesquisa realizou um

consorcio microbiano contendo na presenca de diferentes fontes de acidos graxos. Interessantemente,
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0 sequenciamento gendmico revelou que microrganismos do filo Proteobacteria, possuem em seus
genomas, descarboxilases ortdlogas da UndA com 23 (UI187) e 81% (UI676) de identidade na
sequéncia primaria. Os genes foram adquiridos comercialmente e testados inicialmente em nosso
laboratorio, sendo produzidos de forma heter6loga em solucéo.

A otimizacdo das condi¢cdes expressdo das descarboxilases foi realizada, tendo as UI187 e
UI676 suprerexpressas em elevados niveis na fragdo soluvel em linhagens de Escherichia coli
B21(DE3). A purificagéo das UI187 e U676 foi realizada com uma etapa de cromatografia de afinidade
em coluna carregada com niquel, seguindo por uma cromatografia de exclusdo molecular (EM). As
proteinas UI187 e U676 em suas formas puras tiveram os seus parametros biofisicos estudados por
meio de ensaios de dicroismo circular (CD) — JASCO J -815.

Por fim, os testes de cristalizacdo das descarboxilases UI187 e UI676, realizados nas
instalacbes do laboratério automatizado de cristalizagao de proteinas (Robolab, LNBio/CNPEM), foram
promissores para a descarboxilase UI187, a qual apresentou cristais com faces bem delimitadas e com
dimensdes adequadas, que permitiram a sua difracdo na linha de luz MANACA do Sirius (CNPEM)

com 1,5 A de resolugéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Nos primeiros meses de desenvolvimento do projeto de i i

iniciagdo cientifica (IC), as andlises de otimizagédo das condigdes MW Pt PE Ft Eu Pt PE Ft Elu

i

expressao das descarboxilases UI187 e UI676 foram finalizadas,
tendo as UI187 e UI676 suprerexpressas em elevados niveis na

fracdo soluvel em linhagens de E. coli B21(DE3), como demonstra

a Figura 1. Ademais, a purificagdo das UI187 e UI676, uma etapa Skha

. e . e . 25 kDa —
essencial aos estudos biofisicos e ensaios de cristalizagio, foi £

realizada com uma etapa de cromatografia de afinidade em coluna

carregada com niquel, seguindo por uma cromatografia de

Figura 1. SDS-PAGE das descarboxilases UI676 e
Ul187. MW - marcador de massa molecular; Pt-
proteinas do sedimento celular; PE — proteinas
soluveis apos centrifugacgéo celular; Ft -
proteinasndo ligadas na coluna de afinidade; Elu -
proteinas eluidas da coluna de afinidade. Os testes
expressao foram realizados com E. coli BL21.

exclusao molecular (EM), sendo visualizados na Figura 2.

As proteinas UI187 e UI676 em suas formas puras tiveram
0s seus parametros biofisicos estudados por meio de ensaios de
dicroismo circular (CD), os quais revelaram que ambas as
descaboxilases possuem estruturas secundarias dominadas por a-hélices. Além disso, o0s
experimentos de CD também mostraram que a UI187 e UI676 possuem temperaturas de transicédo

(Tm) 57,53 °C e 64,55 °C, respectivamente, como demonstra a Figura 3.

XXXI Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP - 2023 2



A B
2500 — 100
E o
2000y Lo B B0 __ 1200 =
i = & |
& 1500 60 = g 38 kDa_
] | [] 800] 2SkDa_ e
=) A\ ] 2
< 1000 | | ws <«
£ | I E E 4o
s00{ | | o
N \J\J—J 0 .
0 30 60 S0 120 150 180 0 20 40 60 80 100 120
Volume (mL) Volume (mL)
c w D
5000 3 1600 =,
4000 {4 == ] Vs =
E '| -1 [ E1200 —
60 =
:§ so00) | 3 =§ - IsknaLin ==
E: f 08 3
E w0 | II.”\ :
ooy |\ /) \ A 20 0
¥ alam ;
0 0
0 30 60 90 120 150 180 210 20 40 60 80 100 120
Volume (mL) Volume (mL)

Figura 2. Purificagdo das descarboxilases UI187 e UI676. (A) Afinidade
em coluna carregada comniquel da UI187 (Inserido gel de SDS-PAGE:
MW - marcador de massa molecular; PE - proteinassoluveis apos
centrifugagdo celular; Ft - proteinas nao ligadas na coluna de afinidade; 1
- primeiropico; 2 - segundo pico; 3 - terceiro pico). (B) Exclusdo molecular
em coluna Superdex 200 16/60 daUl187 (inserido gel de SDS-PAGE: M:
marcador de massa molecular; 1 - UI187 apés etapa de EM).(C) Afinidade
em coluna carregada com niquel da UI676 (Inserido gel de SDS-PAGE:
MW -marcador de massa molecular; PE - proteinas soluveis apos
centrifugagéo celular; Ft - proteinas néoligadas na coluna de afinidade; 1 -
primeiro pico; 2 - segundo pico). (B) Exclusdo molecular emcoluna
Superdex 200 16/60 da UI676 (inserido gel de SDS-PAGE: M: marcador
de massa molecular;1 - UI676 apds etapa de EM).
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Figura 3. Estudos em nivel de estrutura secundaria das descarboxilases
Ul187 e UI676. (A) Osespectros mostram bandas com picos negativos 209
nm e 222 nm para a UI187. (B) Desnaturagaotérmica de 20 °C a 100 °C
monitorada a 222 nm para a UI187. (C) Os espectros mostram bandas
compicos negativos 209 nm e 222 nm para a UI676. (B) Desnaturagdo
térmica de 20 °C a 100 °Cmonitorada a 222 nm para a Ul676. Os
experimentos foram realizados com 0,2 mg das proteinas em25 mM de
tampé&o fosfato de sédio pH 7,5 suplementado com 150 mM NaCl.

Com intuito de verificar os efeitos do pH e substratos sobre a estabilidade estrutural das U187

e UI676, ambas as descarboxilases tiveram as suas composicdes de estrutura secundaria e perfis de

desnaturacao térmica acessados pelo dicroismo circular. Os resultados estdo expressos nas tabelas 1

e 2, e demonstram diferentes comportamentos entre ambas descarboxilases.

Tabela 1. Dados de temperatura de transigao (Tm) das descarboxilases UI187 e UI676 para cada um dos diferentes valores de pH

avaliados. Os valores em destaque (negrito) mostram os maiores valores de Tm obtido para cada descarboxilase.

pH UI187 ( °C) UI676 ( °C)
45 47,93+ 0,22 39,43 £ 6,33
5,0 59,84 + 0,14 43,92 £7,15
55 62,36 + 0,12 45,26 + 1,44
6,0 63,75+ 0,14 62,21 + 0,50
6,5 62,26 + 0,14 64,79+ 0,18
7,0 61,71 + 0,17 65,14 0,13
75 51,86 + 0,23 64,76 + 0,13
8,0 44,23 + 0,26 63,11+ 0,16
8,5 31,38+ 0,26 60,67 + 0,13
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Tabela 2. Dados de temperatura de transicdo (Tm) das descarboxilases UI187 e UI676 para cada um dos acidos graxos

saturados. Os valores em destaque (negrito) mostram os maiores valores de Tm obtido para cada descarboxilase. Os experimentos foram

realizados com 0,20 mg de ambas as descarboxilases. A UI187 foi incubada em tampé&o fosfato de sédio (25 mM, pH 6,0) e a UI676 em

tampéao fosfato de sédio (25 mM, pH 7,0).

Substrato Ul187 ( °C) Ul676 ( °C)
Controle (Sem substrato) 62,38 £ 0,10 65,14 + 0,13
C10 (0,1 mM) 62,60 + 0,11 66,36 + 0,20

C10 (0,5 mM) 59,98 + 0,11 65,88 + 0,22

C12 (0,1 mM) 61,86 + 0,11 68,87 £ 0,23

C12 (0,5 mM) 61,33+0,14 63,59 + 0,24

C14 (0,1 mM) 62,46 + 0,15 65,24 + 0,26

C14 (0,5 mM) 59,90 + 0,13 45,90 £ 0,18

Por fim, a analise de estrutura 3D entre a U187 e seu homologo proximo, a PfUndA de

Pseudomonas fluorescens (PDB: 6P5Q), revelou a Ul187 como possuindo uma elevada similaridade

estrutural, sendo observado apenas variagdes em algumas regides de loop (Figura 5). Além disso, a

partir de um alinhamento com a estrutura 3D da PfUndA foi possivel identificar na UI187 um ion ferro,

ion este essencial a reagdo de descarboxilagdo
(MANLEY et al., 2019), conectado aos aminoacidos
Glu82, His92 e His181 (Figura 4). A estrutura da
Ul187 também possui os aminoacidos His188 e
Glu151, os quais se sobrepdéem aos aminoacidos
His201 e Glu159 da proteina homologa PfUndA,
também essenciais a conexao do segundo atomo de
ferro. Entretanto, estes aminoacidos responsaveis
pela conexao com o segundo ferro na UI187
apresentam uma ampliagdo de suas distancias
preditas aos seus 10 correspondentes na PfUndA
(Figura 4) e, assim podendo ser uma possivel
justificativa a ndo presenca deste ion na estrutura da
ul187.

CONCLUSOES:
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Figura 4. Analises 3D entre a estrutura da UI187 e seu homologo
préximo, a PfUndA de Pseudomonas fluorescens (PDB: 6P5Q). Na
figura esta descrito os aminoacidos responsaveis pelaconexao dos
dois ions ferro essenciais a reagdo de descarboxilagdo. Aos cristais
da UI187 difratarama 1,5 A de resolugdo. A estrutura 3D da UI187
esta representada em aquamarine e a estrutura daPfUndA de
Pseudomonas fluorescens (PDB: 6P5Q) em magenta.

Portanto, avancos significativos nos estudos biofisicos de potenciais ferro-enzimas para a

conversao de acidos graxos a alcenos terminais foram realizados. Ao longo do projeto foram

XXXI Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP - 2023 4



investigadas duas descarboxilases (UI187 e UI676), e seus processos de expressao e purificagdo
heteréloga foram propostos e otimizados com sucesso. Nesse sentido, os estudos biofisicos de
dicroismo circular demonstraram que suas estruturas secundarias sdo majoritariamente formadas por
hélices-a, além de determinarem suas temperaturas de transicdo do estado enovelado para o
desenovelado (Tm), sendo elas respectivamente 57,53 °C e 64,55 °C para UI187 e UI676.

Além disso, para uma delas foi possivel obter a estrutura terciaria (UlI187), que demonstrou
uma conservagao dos aminoacidos do sitio catalitico, quando comparado as ortdlogas com estrutura ja
depositada no PBD. Contudo, a difragdo também elucidou uma distorgdo no centro catalitico, fato que
pode afetar a atividade descarboxilativa dessa enzima.

Enfim, os resultados obtidos irdo ser de extrema importancia para uma maior compreensao das
enzimas descarboxilases do tipo UndA, pois a partir de investigagdes biofisicas e estruturais, maiores
investigagdes em seus mecanismos moleculares podem ser analisadas. Essas enzimas possuem
grande importancia em diversos setores biotecnolégicos e, em especial, para a area de
biocombustiveis drop-in, por isso, esse estudo se demonstra de suma importancia para a possibilidade

de producédo de 1-alcenos via rota biotecnolégica, substituindo o craqueamento do petréleo.
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