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Projetos de Mestrado

Projeto 1 — Melhorar a termoestabilidade da PpAzoR, uma azoredutase de Pseudomonas
putida MET94, por engenharia de proteinas

Atualmente mais de 100,000 corantes sintéticos existem no mercado e mais de 7x10°
toneladas de corantes sdo produzidos anualmente cerca dos quais 1-1.5x10° s3o libertados
para o ambiente em &aguas residuais das industrias téxtil. Estes corantes sdo dificilmente
removidos destes efluentes através de tratamentos de agua convencionais, levando a
deterioracdo da qualidade da 4gua sendo ainda, uma ameaca para a saude publica, devido
as suas propriedades mutagénicas e carcinogénicas. Os processos enzimaticos de
biodegradacao sdo particularmente promissores no tratamento dos efluentes com corantes
sintéticos uma vez que devido a sua especificidade, as enzimas atacam unicamente as
moléculas de corante, enquanto que os aditivos presentes, geralmente dispendiosos,
mantém-se intactos e podem ser potencialmente re-utilizados. Recentemente, mostradmos
gque a enzima PpAzoR de P. putida MET94 é uma NADPH:corante oxidoreductase
dependente de FMN que mostra uma especificidade bastante alargada para corantes da
classe azo. No entanto, no decurso da sua caracterizacao bioquimica verificamos que a sua
estabilidade operacional é bastante reduzida, com um tempo de meia vida de 30 min a
40°C, o que é um forte impeditivo a sua aplicacdo biotecnoldgica. Propomo-nos neste
projecto, proceder a evolucdo da PpAzroR para maior estabilidade, através de técnicas de
mutagénese aleatéria seguidas de rastreio robdtico. Os variantes que apresentarem maior
estabilidade apds a primeira geracdo, serdo optimizados em ciclos subsequentes até se
isolar um variante suficientemente robusto e assim, com um potencial de biotransformacao
maximizado.

Projeto 2 — A descoberta do mecanismo catalitico de DyP-peroxidases bacterianas

As peroxidases sdao enzimas que contém um grupo hémico e que utilizam o perdxido de
hidrogénio como aceitador de electrdes na catalise de inUmeras rea¢des oxidativas com
aplicagdes nas areas de diagndstico e das bio-industrias. Recentemente, uma nova familia
de peroxidases foi identificada em varias espécies fungicas e em algumas bactérias. Estas
novas enzimas foram descritas como oxidando corantes sintéticos do tipo antraquinonico,
exibindo elevado potencial redox, que ndo sdo convertidos por nenhuma outra peroxidase
descrita até a data, tendo-se proposto classifica-las como pertencentes a familia das “dye-
decolourising peroxidases (DyP)”. As DyP mostram uma divergéncia estrutural das
peroxidases classicas com origem nas plantas ou animais, faltando-lhes por exemplo, a



histidina conservada distal tipica. Mostram uma especificidade alargada para substratos, um
pH 6ptimo na zona acidica e mostraram ser enzimas relevantes na area da degradacao de
material linhocelulésico, nomeadamente de unidades fendlicas e ndo fendlicas da lenhina.
Recentemente fizémos um rastreio para a presenc¢a de DyP em bases de dados gendmicos e
clonamos e expressamos em Escherichia coli dois genes que codificam para enzimas do tipo
DyP de Pseudomonas putida MET94 e de Bacillus subtilis. A caracterizagdo cinética destas
enzimas permitird entender os determinantes moleculares da especificidade para os
diversos substratos com uma importancia fundamental quer sob o ponto de vista
fundamental, quer na defini¢ao do seu potencial biotecnolégico.

Projeto 3 — Papel dos motivos ricos em metionina na especificidade das enzimas
“multicopper oxidases”

“Multicopper oxidases” (MCOs) sdo uma familia grande de enzimas que acoplam a oxidacao
de substrates a reducdo de oxigénio molecular a dgua. Esta familia é Unica entre as
proteinas que incorporam cobre uma vez que contém os trés tipos de centros de cobre, tipo
1 (T1), tipo 2 (T2) e o binuclear tipo 3 (T3). O centro T1 é o local de oxidagdo de substrato, e
a este respeito, as MCOs podem ser divididas em duas classes; as enzimas que oxidam
substrates aromdticos com elevada eficiéncia, i.e. laccases, e as que apresentam como
substratos preferenciais ides metdlicos, como o Cu(l) ou o Fe(ll), sendo designadas por
metalo-oxidases. As metalo-oxidases sao enzimas envolvidas na regulagdo da concentragao
de ides no meio intracellular dos organismos que as contém. De facto, sendo os metais
essenciais, a sua concentracao nao pode ultrapassar niveis quasi residuais, sem que a sua
presenca ndo assuma um caracter de forte citotoxicidade. S3o desconhecidos as
caracteristicas estruturais que determinam a diferente funcdo das lacases versus metalo-
oxidases. Neste projecto vamos focar a nossa atengdo na metalo-oxidase McoA de Aquifex
aeolicus, uma enzima hipertermofilica e hipertermoestavel. Esta enzima possui perto do
centro catalitico T1 uma regido de 42 aminoacidos que contém 12 residuos de metionina,
reminiscente das existentes nas proteinas de homeostase de cobre. Verificdmos que esta
regido modula a actividade enzimatica, muito provavelmente através da ligacdo e libertacao
de cobre exdgeno. Neste projeto, pretendemos determinar a afinidade deste segmento pelo
cobre, através da utilizacao de péptidos modelo, e identificar os residuos de Met envolvidos
na sua ligacdo/coordenacdo. Os resultados obtidos contribuirdo para identicar os factores
envolvidos na eficiéncia e selectividade das MCOs.
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