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RESUMO

Enzimas sao macromoléculas capazes de catalisar reagdes quimicas em condi¢des brandas e
com elevada quimio-, régio- e estereosseletividade, proporcionando vantagens em relagdo a
muitos métodos nao enzimaticos convencionais. A enzima (S)-norcoclaurina sintase ((S)-NCS),
catalisa, na natureza, a reagdo cujo mecanismo quimico foi proposto por Pictet-Spengler. A
reacdo catalisada pela (S)-NCS, ocorre entre a dopamina e compostos carbonilicos, como
aldeidos e cetonas, formando tetraidroisoquinolinas, uma importante classe de compostos com
diversas aplicagdes farmacéuticas. O presente trabalho teve por objetivo, realizar um estudo de
imobilizacdo da (S)-NCS, aplicadas a sintese de uma tetraidroisoquinolina resultante da reagao
entre dopamina e hexanal. Para isso, a enzima foi produzida via expressao heterdloga de
proteinas, purificada e imobilizada em uma série de matrizes, resultando em biocatalisadores
avaliados quanto ao reuso e desempenho em diferentes temperaturas. Foram usadas técnicas de
cromatografia, para purificagdo, espectroscopia no UV/Visivel e espectroscopia de dicroismo
circular no UV distante, para andlise estrutural da (S)-NCS e espectroscopia de RMN para
mapear a reagao através da quantificagao da concentracao de reagentes e produto. De todas as
matrizes, a Diaion HP-2MG apresentou o maior valor de rendimento de imobilizagdo (99%)
seguido da Celite 545 (86%), Ni-NTA (65%), Caolin (64%) e por ultimo Dowex 1X4 (53%).
Por outro lado, quanto a reacdo entre a dopamina e hexanal, a amostra de Diaion HP-2MG
apresentou desempenho inferior as demais, enquanto a Ni-NTA, Celite 545 e Caolin, se
mostraram superiores neste aspecto, além de apresentarem bom desempenho no que se refere a
reusabilidade. Por fim, foi identificada a possibilidade de realizar experimentos posteriores
envolvendo temperaturas de reagao superiores € maiores concentragdes de co-solvente organico
na reacao visando avaliar o ganho de estabilidade proporcionado pela imobilizagdo nas matrizes

usadas nesse trabalho.

Palavras-chave: (S)-Norcoclaurina sintase, tetraidroisoquinolinas, imobiliza¢cdo de enzimas,

reacdo de Pictet-Spengler, biocatalise.



ABSTRACT

Enzymes are macromolecules capable of catalyzing chemical reactions in mild conditions and
with high chemo-, regium- and stereoselectivity, providing advantages over many conventional
non-enzymatic methods. The enzyme (S)-norcoclaurine synthase ((S) -NCS), catalyzes, in
nature, the reaction whose chemical mechanism was proposed by Pictet-Spengler. The reaction
catalyzed by (S) -NCS occurs between dopamine and carbonyl compounds, such as aldehydes
and ketones, forming tetrahydroisoquinolines, an important class of compounds with diverse
pharmaceutical applications. The objective of the present work was to carry out an
immobilization study of (S) -NCS, applied to the synthesis of a tetrahydroisoquinoline resulting
from the reaction between dopamine and hexanal. For this, the enzyme was produced via
heterologous protein expression, purified and immobilized in a series of matrices, resulting in
biocatalysts evaluated for reuse and performance at different temperatures. Chromatography
techniques were used for purification, UV / Visible spectroscopy and circular dichroism
spectroscopy in the distant UV, for structural analysis of (S) -NCS and NMR spectroscopy to
map the reaction by quantifying the concentration of reagents and product. Of all matrices,
Diaion HP-2MG presented the highest value of immobilization yield (99%) followed by Celite
545 (86%), Ni-NTA (65%), Caolin (64%) and lastly Dowex 1X4 (53%). On the other hand, as
for the reaction between dopamine and hexanal, the sample of Diaion HP-2MG presented a
lower performance than the others, while Ni-NTA, Celite 545 and Caolin, were superior in this
aspect, in addition to presenting good performance in refers to reusability. Finally, the
possibility of carrying out further experiments involving higher reaction temperatures and
higher concentrations of organic co-solvent in the reaction was identified in order to assess the

stability gain provided by the immobilization in the matrices used in this work.

Keywords: (S)-Norcoclaurine synthase, tetrahydroisoquinolines, enzyme immobilization,

Pictet-Spengler reaction, biocatalysis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizacio

Enzimas sdo biocatalisadores de extrema importancia em processos de biossintese, sendo
essenciais para a manutencdo da vida na Terra. Por conta de suas propriedades, as enzimas
também se apresentam como um recurso valioso em processos de sinteses laboratoriais e
industriais. Por meio delas ¢ possivel realizar reacdes quimicas em condigdes brandas e com
elevada quimio-, régio- e estereosseletividade, o que, em alguns casos, pode torna-las uma
alternativa interessante em relacdo a muitos métodos convencionais, €, em algumas situacdoes,
evitando etapas de protecdo e desprotecdo, podendo encurtar rotas sintéticas. Além das
caracteristicas relativas a eficiéncia das reagdes envolvendo enzimas, o uso deste recurso
também ¢ vantajoso do ponto de vista ambiental em comparacdo com os catalisadores metalicos
ou organicos convencionais, uma vez que as enzimas sao obtidas de fontes renovaveis, sao

biodegradaveis e nao toxicas (BORNSCHEUER et al., 2012; RIGOLDI, FEDERICA et al.,
2018).

As enzimas ja tém sido aplicadas a processos industriais. Os setores contemplados por essa
tecnologia incluem o de detergentes, farmacéutico, cosmético, téxtil, alimenticio, agricultura,
energia entre muitos outros, o que demonstra a relevancia do investimento em pesquisas que
visem aprimorar a aplicagdo destas enzimas em processos em larga escala (RIGOLDI,
FREDERICA et al., 2018). Nesse contexto, ¢ necessario dar atencdo a alguns desafios
envolvidos no uso de enzimas em processos industriais, tais como a baixa estabilidade de muitas
enzimas em alta temperatura, em valores de pH significativamente diferentes dos que estdo
adaptadas (proximo de 7) e na presenga de solventes organicos, condi¢des estas que em geral
estdo presentes nos processos em larga escala (RIGOLDI, FREDERICA et al., 2018).
Diferentes estratégias visando as aplicagdes de enzimas em processos industriais ja sdo
estudadas e aplicadas. Algumas destas sdo: a imobilizagdo da enzima e tecnologias de
engenharia de proteinas, sendo que estas estratégias podem ser aplicadas simultaneamente
visando um melhor desempenho em processos envolvendo biocatalise (RIGOLDI,

FREDERICA et al., 2018).

A imobilizacdo de enzimas em suportes solidos ¢ uma técnica que pode conferir ao
biocatalisador maior resisténcia térmica e quimica, aumentando sua versatilidade em reagdes
quimicas, além de permitir sua reutilizacdo, um aspecto vantajoso sob a perspectiva industrial

e economica. Ademais, a imobilizagdo permite que as enzimas sejam utilizadas em reatores de
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leito-fixo para aplicagdo em reagdes em fluxo continuo (BRITTON; MAJUMDAR; WEISS,
2018). A utilizagdo de técnicas de quimica de fluxo continuo, proporciona um melhor controle
de temperatura, purificagdo dos produtos, recuperagao e reuso da enzima, melhor mistura de
reagentes. Essas técnicas também contribuem para um aumento na transferéncia de massa por
conta do maior contato entre os reagentes e a enzima, tornam possiveis processos em pressao
elevada, permitem produgdo continua e relativamente estavel em larga escala, e em geral, sdo
mais facilmente escalondveis em comparacdo a processos em batelada. Outro aspecto
importante da quimica de fluxo continuo ¢ permitir a compartimentalizagao de catalisadores
através de sistemas de multiplos reatores, o que a torna uma ferramenta versatil em processo

multicataliticos (BRITTON; MAJUMDAR; WEISS, 2018).

As metodologias de imobilizagdo das enzimas nos suportes sélidos sao classificadas como
adsor¢do, incluindo adsor¢do por afinidade, imobilizacdo por ligacdo covalente, e
encapsulamento. As técnicas de adsor¢do sdo, em geral, as mais simples, entretanto, estdo mais
sujeitas a efeitos de lixiviagdo da enzima se comparadas as técnicas de imobilizagdo por ligacao
covalente, que permitem a formagdo de ligacdes mais fortes entre a matriz e as enzimas

(GUISAN e al., 2020).

A adsorcao por afinidade, em especial, ¢ um recurso valioso no caso de enzimas que
contenham algum grupo especifico, como calda poli-histidinica (HisTag), que apresente
alguma afinidade especifica por um grupo presente na superficie da matriz, como grupos que
contenham Ni**, por exemplo. Por fim, a adsor¢io por encapsulamento, pode ser usada para
conferir a enzima uma maior prote¢ao em relacdo ao meio reacional, tornando-a mais estavel

(GUISAN et al., 2020).

Em relagdo aos suportes solidos empregados nestes processos, ¢ geralmente desejavel que
possuam grande area superficial, carater hidrofilico, sejam insoliiveis no solvente da reacao,
possuam grupos funcionais ou propriedades que permitam a imobilizagdo, estabilidade térmica
e quimica, resisténcia mecanica, ndo sejam toxicos e sejam preferencialmente baratos
(BRITTON; MAJUMDAR; WEISS, 2018). Por fim, as técnicas de imobilizacdo de enzimas
tém permitido a aplicagdo da biocatalise a sintese de compostos organicos via quimica em fluxo

(BRITTON; MAJUMDAR; WEISS, 2018).

Uma importante classe de compostos que podem ser obtidos por biocatdlise sdo as
benzilisoquinolinas, uma subclasse das tetraidroisoquinolinas, que apresentam ampla aplicagao
farmacéutica. Exemplos destes compostos sao: a berberina, a codeina, a morfina, a papaverina,
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a noscapina entre outros, produzidos por meio do metabolismo secundario de plantas e que
possuem o amino acido r-tirosina como precursor (ILARI ef al, 2009a) (SMOLKE;

HAWKINS, 2019).

Um intermedidrio na biossintese das benzilisoquinolinas, e que pode ser usado como um
precursor valioso para a sintese destes compostos ¢ a (S)-norcoclaurina, uma
tetraidroisoquinolina obtida a partir da reagcdo cujo mecanismo foi proposto por Pictet-Spengler,
na qual ocorre uma ciclizagao enantiosseletiva, catalisada pela enzima (S)-norcoclaurina sintase
((S)-NCS), tendo a dopamina e 4-hidroxifenilacetaldeido como substratos (LICHMAN,
BENJAMINR. et al, 2015; LICHMAN, BENJAMIN R.; SULA; et al., 2017).

As enzimas (S)-NCS, foram identificadas em espécies de plantas como Thalictrum flavum e
Coptis japonica (LICHMAN, BENJAMIN R. et al., 2015). Existem também variantes da (S)-
NCS, planejadas a partir de técnicas de engenharia de proteinas, as quais também podem ser
produzidas por expressao heterdloga de proteinas recombinantes. Essas variantes se diferem
das variantes naturais por conta da modificagdo em sua estrutura primaria, seja acrescentando,
removendo ou substituindo determinados residuos de aminoacidos na estrutura visando um
melhor desempenho da enzima, tendo como alguns exemplos a AI19TNCS e A29T/NCS,
construidas a partir da 7/NCS (EC 4.2.1.78), que serao explicadas melhor ao longo do texto
(LICHMAN, BENJAMIN R. et al., 2015; LICHMAN, BENJAMIN R.; SULA; et al., 2017).

A imobilizacdo de variantes naturais dessa enzima foi realizada em um recente estudo de
Lechner et al. (2018) em que foram obtidos resultados promissores para a enzima NCS de
Papaver bracteatum imobilizada em suporte EziG, um suporte que possui citions Fe** em sua
superficie, a qual se ligam enzimas apresentando uma cauda de residuos de histidina (His-tag).
Nao foram identificados, entretanto, trabalhos em que se utilizam suportes mais acessiveis e de
baixo custo, como silica e celite, e trabalhos nos quais se relata a imobilizagao da 7NCS e de
variantes obtidas por técnicas de engenharia de proteinas fossem imobilizadas. Nesse projeto
de mestrado, propde-se realizar a imobilizagdo das variantes AI9TfNCS, uma vez que essa
construcdo apresentou melhor atividade catalitica em relagdo as variantes naturais (LICHMAN,
BENJAMIN R. et al., 2015; LICHMAN, BENJAMIN R.; SULA; et al., 2017). E importante
destacar que se propoe utilizar a técnica de imobilizagdo por adsor¢do, envolvendo diferentes
materiais comercialmente disponiveis, incluindo alguns de menor custo em relagdo aqueles
utilizados no trabalho descrito por Lechner et al. (2018). As estratégias de imobilizagdo serdo

comparadas em relacao a melhoria das propriedades cataliticas da enzima, visando contribuir
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para que a (S)-NCS possa, posteriormente, ser utilizada em reagdes biocataliticas para a

obtencao de tetraidroisoquinolinas, incluindo rea¢des em fluxo continuo.
1.2 Enzimas
1.2.1 O que sdo

Enzimas sdao macromoléculas bioldgicas que possuem a func¢do de catalisar reagdes de
extrema importancia para o funcionamento de organismos vivos, estando presentes nas mais
variadas rotas metabolicas e sendo, por isso, essenciais para a manutengao da vida na Terra.
Estas macromoléculas fascinantes vém sendo estudadas a muitos anos, e a funcdo que elas
exercem, catalisar reacdes bioldgicas, foi identificada por Frederick W. Kuhne no final do
século XIX através de pesquisas relacionadas a capacidade de secregdes estomacais digerirem

carne, (NELSON; COX, 2011).

As enzimas catalisam reacdes especificas, sendo quimio-, régio- e estereosseletivas, o
que ¢ muito importante considerando que os processos biologicos sdo bem especificos, e por
1sso necessitam de compostos que correspondam a esta especificidade, cuja biossintese seria
extremamente dificultada na auséncia delas. Todas essas maravilhosas caracteristicas
proporcionadas pelas enzimas sdo resultado da composicdo, complexidade estrutural e
dindmica destas moléculas, as quais apresentam cavidades, denominadas sitios ativos, que
criam um ambiente altamente favoravel para a ocorréncia das reagdes que catalisam

(BRITTON; MAJUMDAR; WEISS, 2018).

Proteinas sdo as estruturas macromoleculares mais abundantes em seres vivos,
apresentando uma enorme variedade de fung¢des além da propria fungao das enzimas ja descrita.
Estas moléculas sdo compostas basicamente por vinte blocos construtores denominados
aminoacidos (Figura 1), os quais podem ser classificados de acordo com a cadeia lateral (R)
como: apolares alifaticos, aromaticos, polares nao-carregados, positivamente carregados e

negativamente carregados (NELSON; COX, 2011).

Aminoécidos sdo moléculas que compartilham de uma estrutura em comum, um grupo
amino e um grupo carboxila ligados a um atomo de carbono que ¢ denominado carbono a, € se
diferenciam uns dos outros por conta da presenca de um grupo R, que forma sua cadeia lateral.
Tendo em vista que o carbono a ¢ um centro de quiralidade (a excecdo da glicina, em que R =

H), duas configuragdes sdo possiveis para ele, que sdo especificadas pelo sistema D/L.
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Entretanto, observa-se que apenas a configuragdo L ¢é encontrada nos aminoacidos que

constituem as proteinas (NELSON; COX, 2011).

L9 2
HNH.C. HoN H_C.
o Ou T on
R R

Figura 1 — Estrutura quimica de um aminoacido. O grupo R, representa a cadeia lateral, regido responsavel por
definir as propriedades fisico-quimicas especificas dos aminoacidos.

A sequéncia de residuos de aminoacidos presente nas proteinas constitui o que €
chamado de estrutura primaria da proteina, em que, a extremidade que se encerra com o grupo
carboxila ¢ denominada C-terminal, enquanto a outra extremidade, por se encerrar com um
grupo amino, ¢ denominada N-terminal. Ao longo desta sequéncia de residuos de aminodacidos,
sdo formados alguns padrdes conformacionais especificos da cadeia principal, tais como hélices
a e fitas B, padrdes estes que se restringem a determinados segmentos da cadeia e que, tratados

de forma isolada, dao origem a estrutura secundaria da proteina (NELSON; COX, 2011).

Por fim, a estrutura tridimensional das proteinas ¢ denominada estrutura terciaria. Quando a
estrutura tridimensional de uma proteina ¢ obtida experimentalmente, ela ¢ depositada em um
banco de dados de proteinas (Protein Data Bank, PDB) na forma de um arquivo digital, sendo

atribuido a cada proteina um codigo de quatro digitos denominado PDB ID.

A estrutura das enzimas nao ¢ completamente rigida, mas pode sofrer mudancas
conformacionais ao longo do tempo, como por exemplo a abertura e fechamento da entrada de
um sitio ativo de uma dada enzima, e isso ocorre por conta da flexibilidade das ligagdes
peptidicas, assim como mudangas de conformag¢do de cadeias laterais da proteina, sendo que
existem alguns segmentos mais flexiveis, o que depende dos residuos que os compdem, e alguns
segmentos sao mais rigidos, sofrendo pouca alteragao ao longo do tempo. Toda essa dinamica
da molécula também pode interferir em suas propriedades, assim como sua estrutura e

sequéncia de residuos de aminoacidos (NELSON; COX, 2011).
1.2.2 Classificacao das enzimas

As enzimas sdo classificadas de acordo com o tipo de reagdo que catalisam, o que ¢ definido
pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB). Cada classe ¢
identificada por um numero, chamado de numero EC. As classes, por sua vez, podem ser
divididas em subclasses. Sete classes de enzimas sdo apresentadas na Tabela 1. Em 2018, mais

de 6000 enzimas ja haviam sido registradas na lista oficial de enzimas da [UBMB com um

19



nimero que cresce cada vez mais (TIPTON, 2018; TIPTON; MCDONALD, 2018). A medida
que mais enzimas vao sendo descobertas, elas podem ser acrescentadas a esta lista. Desde que
a reacdo que catalisa tenha sido caracterizada e seja diferente de qualquer outra enzima.
Igualmente, enzimas ja existentes, mas que tenham sofrido modificagao significativa podem ser
adicionadas a lista desde que passem por um processo de revisdo semelhante ao de novas
enzimas. Todas as enzimas incluidas na lista oficial de enzimas t€ém o seu nome e numero EC

registrados na base de dados ExplorEnz (TIPTON, 2018; TIPTON; MCDONALD, 2018).

Tabela 1 — Classificacdo das enzimas de acordo com a [UBMB.

N°EC Classe Tipo de reacao catalisada

1 Oxidorredutases Oxirredugao

2 Transferases Transferéncia de grupos

3 Hidrolases Hidrolise

4 Liases Formacao de ligagdes duplas por eliminacdo ou adi¢ao de

grupos a ligagdes duplas

5 Isomerases Formagao de isomeros

6 Ligases Ligacao quimica entre duas moléculas acoplada a hidrolise de
ATP ou de cofatores similares

7 Translocases Movimento de moléculas ou ions através de membranas ou sua

separa¢do dentro delas

Fonte — [IUBMB

1.2.4 Funcionamento das enzimas

As enzimas, como qualquer outro catalisador, ndo alteram a constante de equilibrio das
reagdes e sim a energia de ativagdo, a qual ¢ reduzida, levando a um aumento na velocidade das
transformagdes quimicas. Isso tudo € possivel pelo fato de que essas moléculas criam um
ambiente favoravel as reagdes que catalisam através da estabilizagao de possiveis estados de

transicgao.

O ambiente em que a reagdo ocorre ¢ denominado sitio ativo, uma cavidade na superficie
da enzima, a qual se liga uma ou mais moléculas que participam da reacdo, que nesse caso sao
denominados substratos, e, em alguns casos cofatores. Os substratos se ligam ao sitio ativo da
enzima por meio de interacdes com os residuos de aminodcidos presentes na cavidade, criando

um complexo enzima-substrato. Muitas vezes a interagao do substrato como sitio ativo depende
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da dinamica de abertura e fechamento desta cavidade da enzima. A Figura 2 descreve uma

reacdo envolvendo uma enzima e um substrato (NELSON; COX, 2011).

E+S == ES === EP == E+P
Figura 2 — Equacdo quimica de uma reagdo quimica genérica envolvendo uma enzima e um substrato.

As reagdes catalisadas por enzimas podem ser simples, como representado na Figura 2,
ou mais complexas, envolvendo cofatores, por exemplo, ou at¢ mesmo outras enzimas que
participam de alguma forma da reagdo principal, e sem as quais a catdlise enzimatica nao
poderia ocorrer. Varios estudos envolvendo enzimas foram realizados ao longo dos anos e
muitas descobertas foram feitas nesse periodo. Isso proporcionou um conjunto de
conhecimentos que permitiu o surgimento de tecnologias envolvendo a aplicagdo das enzimas
em diversas areas, tanto na industria, laboratorios, agricultura, medicina entre outras. Algumas
técnicas que sdo usadas para alcancar essas finalidades serdo apresentadas ao longo do texto e

fornecerdo uma base para a compreensdo do presente trabalho.
1.3 Isoquinolinas e tetraidroisoquinolinas

Um grupo muito importante de alcaloides de origem natural ¢ o de alcaloides
1soquinolinicos. Esses sao derivados dos aminoacidos tirosina e fenilalanina e caracterizados
por possuir um anel isoquinolinico ou tetraidroisoquinolinico, no caso do subgrupo das
tetraidroisoquinolinas, em sua estrutura basica (MCCREATH; DELGODA, 2017). A Figura 3

mostra o anel isoquinolinico e o tetraidroisoquinolinico.

Anel tetraidroisoquinolinico  Anel isoquinolinico

N
NH N

Figura 3 — Estrutura quimica do anel tetraidroisoquinolinico e isoquinolinico.

Os alcaloides isoquinolinicos apresentam estruturas diversas, que conservam o nucleo
1soquinolinico ou tetraidroisoquinolinico, podendo apresentar uma variedade de substituintes,
assim como anéis adicionais conectados ao nucleo principal e diferentes niveis de oxidacao
(MCCREATH; DELGODA, 2017). Por isso sdo divididos em oito subgrupos: aporfinas,
benzilisoquinolinas, benzo[c]fenatridinas, emitinas, ftalideisoquinolinas, morfinanos,
protoberberinas e protopinas, sendo que desses, as protoberberinas incluem o maior numero de
isoquinolinas. Um dos exemplos mais famosos de isoquinolina ¢ a morfina, um analgésico

potente presente em plantas como Papaver somniferum e que apresenta nucleo
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tetraidroisoquinolinico (MCCREATH; DELGODA, 2017). O Quadro 1 mostra alguns

exemplos de isoquinolinas e tetraidroisoquinolinas indicando sua atividade farmacologica.

Quadro 1 — Exemplos de alcaloides isoquinolinicos e sua atividade farmacolédgica

Alcaloide

Atividade farmacologica

Codeina

Analgésico (no corpo humano ¢
convertido em morfina por agdo
enzimatica).

Antitussigeno.

Analgésico.
Antitussigeno.

Antidiarreico.

Melhora a atividade do sistema
digestivo.

Antibacteriano; antifungico.
Leishmanicida; antimalarico.
Ansiolitico; antidepressivo.
Antinociceptivo; neuroprotetivo.

Vasorelaxante; hipotensivo.

Antiespasmodico.
Vasodilatador coronario.

Profilatico para enxaquecas.

Fonte - (MCCREATH; DELGODA, 2017) modificado.
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1.4 (S)-Norcoclaurina sintase
1.4.1 Descoberta e primeiros estudos

A enzima (S)-Norcoclaurina sintase ((S)-NCS), presente em algumas espécies de plantas
como Thalictrum flavum e Papaver somniferum, € responsavel por catalisar, na natureza a
reacao de ciclizagdo entre dois derivados de tirosina, a dopamina e o 4-hidroxifenilacetaldeido,
cujo mecanismo foi proposto por Pictet-Spengler. Esta reacdo resulta na formagdo da (S)-
norcoclaurina, precursora dos alcaloides benzilisoquinolinicos como morfina, codeina,
berberina, sanguinarina, papaverina, entre muitos outros (BERKNER et al., 2007) (LICHMAN,
BENJAMIN R. et al., 2015). A Figura 4 apresenta um esquema que representa a reagao de

Pictet-Spengler entre o 4-hidroxifenilacetaldeido e a dopamina promovida pela (S)-NCS.

dopamina 4-hidroxifenilacetaldeido (S)-norcoclaurina

SO SO
+ — =
NH
HO NH. HO : HO
O OH

Esquema 1 — Reagdo de Pictet Spengler entre 4-hidroxifenilacetaldeido ¢ a dopamina promovida pela (S)-NCS.
O fato de a (S5)-NCS catalisar a reagdo de Pictet-Spengler entre os substratos
mencionados faz desta enzima uma Pictet-Spenglerase de extrema importancia, uma vez que a
(S)-norcoclaurina ¢ precursora de todos os alcaloides benzilisoquinolinicos naturais. Por esse
motivo, a (S)-NCS tornou-se tema de diversas pesquisas, que também sdao fomentadas pelo
potencial de aplicagdo desta enzima na biocatdlise de reagdes envolvendo substratos nao
naturais e que resultam na formacdo estereosseletiva de diversas tetraidroisoquinolinas

(LICHMAN, BENJAMIN R.; SULA; et al., 2017) (RODDAN et al., 2020).

A (S)-NCS foi extraida pela primeira vez, a partir de células de plantas, em meados dos
anos 1980 (RUEFFER et al, 1981), sendo posteriormente isolada a partir da planta
Eschscholzia tenuifolia (SCHUMACHER et al., 1983). A enzima foi inicialmente denominada
(S)-Norlaudanosolina sintase por Rueffer et al. (1981), pois acreditava-se que a (S)-
norlaudanosolina, ndo a (S)-norcoclaurina, era a precursora das benzilisoquinolinas de origem
natural, o que tinha como base experimentos envolvendo a administracdo de norlaudosolina
radioativa a plantas da espécie Papaver somniferum (BATTERSBY et al., 1963). Portanto,

acreditou-se em um primeiro momento, que a Pictet-Spenglerase em questdo, catalisava, nas
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plantas, a reacdo de Pictet Spengler entre a dopamina e a 3,4-diidroxifenilacetaldeido, que tem
como produto a (S)-norlaudanosolina. Essa hipotese inicial foi embasada por um experimento
envolvendo dopamina marcada com tritio (*H), em que se confirmou que a enzima catalisava a
reacdo que resultava na formagdao da (S)-norlaudanosolina (RUEFFER et al, 1981).
Representagdes das estruturas do 3,4-diidroxifenilacetaldeido e da (S)-norlaudanosolina podem

ser visualizadas na Figura 4.

3,4-diidroxifenilacetaldeido (S)-norlaudanosolina
HO:©/YO HO
H ®
HO HO NH
O OH

OH

Figura 4 — Representacdes das estruturas quimicas do 3,4-diidroxifenilacetaldeido e da (S)-norlaudanosolina.

De fato, a (5)-NCS aceita como substrato o composto 3,4-diidroxifenilacetaldeido e
catalisa a reagdo de formacao da (S)-norlaudanosolina, como concluiram os primeiros estudos.
Entretanto, experimentos posteriores, envolvendo o uso de compostos marcados
radioativamente, demonstraram algumas incoeréncias na hipotese inicial de que a (S)-
norlaudanosolina seria a precursora natural das benzilisoquinolinas (STADLER, R. et al., 1987)
(STADLER, RICHARD; KUTCHAN; ZENK, 1989). Em especial, um estudo envolvendo a
administracdo de uma série de compostos marcados a algumas culturas de células de plantas
confirmaram que apenas a (S)-norcoclaurina e nao a (S)-norlaudanosolina era precursora dos
alcaloides benzilisoquinolinicos naturais (STADLER, RICHARD; ZENK, 1990). Tais estudos
levaram a uma reformulagdo do nome da Pictet-Spenglerase em questdo de (S)-
Norlaudanosolina sintase para (S)-Norcoclaurina sintase, nome este que tem sido usado desde

entao.

Estudos subsequentes envolvendo a enzima (S)-NCS foram realizados, sendo que, no
inicio dos anos 2000, foram publicados trabalhos em que algumas variantes da enzima foram
caracterizadas. Em especial, no ano de 2001, foi publicado um trabalho em que variantes da
enzima obtidas de diferentes partes da planta Papaver somniferum e a partir de culturas de
c¢lulas das plantas P. somniferum, Eschscholzia californica e Thalictrum flavum foram
parcialmente caracterizadas, sendo que nesse caso a enzima nao foi isolada, permanecendo no

lisado bruto das amostras (SAMANANI; FACCHINI, 2001).
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A partir do estudo supracitado, realizado por Samanani et. al. (2001), algumas
caracteristicas importantes a respeito das variantes com que trabalharam foram identificadas.
Os autores constataram que as trés variantes apresentaram atividade maxima para reagao entre
dopamina e 4-hidroxifenilacetaldeido na faixa de pH entre 6,5 e 7 e temperatura entre 42 °C e
55 °C, além da atividade ndo ser afetada na presenga de 40 mM CaCl, ou MgCl,. Os autores
também observaram que a (S)-NCS ocorre em todas as partes da Papaver somniferum, inclusive
sendo detectada em sementes no estagio de germinagao, o que explica a ocorréncia de diferentes
benzilisoquinolinas em diferentes partes dessa planta. Por fim, verificou-se que nao houve perda
da atividade das amostras contendo (S)-NCS quando armazenadas a -80 °C por 7 dias.
Entretanto, quando armazenadas a 4 °C por 7 dias a perda de atividade foi de 75%

(SAMANANI; FACCHINI, 2001).

Em um estudo realizado pelos mesmos autores no ano de 2002, a (S)-NCS foi extraida
da planta T. flavum, sendo posteriormente purificada, em um processo de cinco etapas, e
caracterizada. Através de analises por cromatografia de exclusao molecular, constatou-se que a
(8)-NCS foi eluida com uma massa molecular de aproximadamente 28 kDa, o que também foi
identificado por eletroforese em gel de poliacrilamida. Por meio de andlise por eletroforese de
duas dimensdes em gel de poliacrilamida, foram identificadas 4 isoformas da (S)-NCS com
valores de ponto isoelétrico (pl) de 5,5, 5,7, 6,0 e 6,2 com massa molecular de 15 kDa cada
uma, sugerindo, em um primeiro momento, que a massa molecular de 28 kDa corresponderia a
uma forma dimérica da (S)-NCS enquanto a massa de 15 kDa estaria relacionada a forma
monomérica. Por fim, os autores sugeriram que a reacdo catalisada pela enzima ocorreria por
um mecanismo em que o aldeido se ligaria primeiro ao sitio ativo para que depois a dopamina

se ligasse (SAMANANI; FACCHINI, 2002).

O isolamento da (S)-NCS da planta 7. flavum (TNCS) (SAMANANI; FACCHINI,
2002), possibilitou a analise e determinagao da sequéncia de residuos de aminoacidos dessa
proteina (SAMANANI; LISCOMBE; FACCHINI, 2004). A partir disso, no ano de 2004, os
autores foram capazes de obter um gene que codifica a 7/NCS por meio da construcdo de
“primers” baseados na estrutura primaria da enzima. Entdo foi realizada uma rea¢do em cadeia
da polimerase (PCR — do inglés Polymerase chain reaction), permitindo a obtencao de muitas
copias de DNA complementar relativo a enzima 7fNCS para clonagem em vetor de expressao,

que no caso foi o plasmideo pET29b.
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No mesmo trabalho, os autores expressaram as variantes A107/NCS e A19TfNCS na
bactéria E. Coli ER2566 pLys S. Tais variantes apresentaram uma atividade 6tima em pH 7,0
e temperatura de 40°C, a qual caia pela metade em pH 6,0 ou 7,5, e nas temperaturas de 25°C
ou 53°C. Além disso, as propriedades cinéticas relativas a reagdo entre a dopamina e o 4-
hidroxifenilacetaldeido foram as mesmas das variantes naturais da (S)-NCS avaliadas nos
trabalhos anteriormente realizados pelos autores (SAMANANI; LISCOMBE; FACCHINI,
2004).

Os autores também constataram a presenca de cinco genes no genoma da 7. flavum que
apresentaram elevada identidade (igual ou maior a 80%) em comparagdo com a (S)-NCS isolada
neste trabalho (SAMANANI; LISCOMBE; FACCHINI, 2004). Essa observagao sugere a
presenca de outros genes que expressam variantes dessa enzima na planta, o que explicaria a
identificacdo de diferentes isoformas da enzima no trabalho realizado em 2002 (SAMANANI;
FACCHINI, 2002).

1.4.2 Relag¢do com as proteinas da familia PR-10/Bet v 1

A partir da obtencdo do gene que expressa a TfNCS, foi possivel realizar uma
comparacdo com outros genes depositados em bancos de dados por meio de um algoritmo
denominado BLAST (do inglés - Basic Local Alignment Search Tool) (SAMANANI;
LISCOMBE; FACCHINI, 2004). Essa analise permitiu a observa¢ao de que a TINCS apresenta
consideravel homologia (50% - 60%) e identidade (28% a 38%) com proteinas das familias Bet
v 1 e PR-10, ao passo que nenhuma homologia ¢ observada entre a TINCS e a Strictosidina
sintase (STR), uma outra Pictet-Spenglerase, que tem como substratos a triptamina e a

secologanina (LICHMAN, BENJAMIN ROBERT, 2015).

A superfamilia Bet v 1 compreende uma grande diversidade de proteinas que possuem
estruturas tridimensionais similares, as quais se assemelham a da proteina Bet v 1, que foi a
primeira do tipo a ter sua estrutura elucidada, tanto por cristalografia de raios X quanto por
espectroscopia de RMN (LICHMAN, BENJAMIN ROBERT, 2015) (GAJHEDE et al., 1996).
Uma dessas familias ¢ a PR-10, que compreende a propria proteina Bet v 1, além de outras
proteinas, das quais uma grande parte ¢ do tipo PR (relacionada a patogenia, do inglés
phatogenesis-related). Essas proteinas do tipo PR sdo produzidas por plantas por meio de
mecanismos de regulacdo génica induzidos por fatores de estresse, como infec¢des por

microrganismos, por exemplo (FERNANDES et al,, 2013).
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A Bet v 1, em especial, ¢ uma proteina associada a alergia causada por poélen de plantas
da familia Betulaceae, sendo a propria proteina o principal alérgeno presente nesse polen, além
de ser uma carreadora de metabolitos (RADAUER; LACKNER; BREITENEDER, 2008). Essa
proteina possui um enovelamento caracteristico (Figura 7) que pode ser observado em proteinas
presentes em seres vivos de todos os reinos, o que sugere que este tipo de enovelamento ja
estava presente em uma proteina do ultimo ancestral comum universal que foi se diversificando
ao longo do tempo, dando origem a uma grande diversidade de proteinas que compartilham o
mesmo tipo de enovelamento caracteristico (RADAUER; LACKNER; BREITENEDER,
2008). A Figura 7 mostra a estrutura da Bet v 1 (PDB: 1BV1) (em ciano) e a estrutura da
AT19TNCS (PDB: 2VNE-B) (em cinza) sobreposta a da Bet v 1 (em ciano) para fins de

comparacao.

Figura 5 — Estrutura da cristalografica da proteina Bet v 1 (PDB: 1BV1) (A) e estruturas da Bet v 1 (PDB: 1BV1)
e A19TINCS sobrepostas (PDB: 2VNE-B) (B). As figuras foram desenhadas usando o software Chimera 1.15rc.

1.4.3 Variantes conhecidas da (S)-NCS

Considerando-se o grande numero de proteinas pertencentes a familia PR10/Bet v 1, ¢
interessante notar que diferentes variantes da propria (S)-NCS estao presente em diferentes
espécies de plantas, além da existéncia de mais de uma variante desta enzima em uma mesma
espécie de planta, como ja mencionado na sessdo 1.4.1. Neste caso, ¢ importante considerar que
o que define a enzima como uma (S)-NCS ¢ sua capacidade de catalisar a reagdo de Pictet-
Spengler entre a dopamina e o 4-hidroxifenilacetaldeido resultando na formacao da (S)-

norcoclaurina.
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Em um trabalho realizado em 2018, foram identificadas oito variantes naturais da (S)-
NCS através da ferramenta BLAST, ja mencionada, usando o gene da 7/NCS como entrada
para pesquisa. Dessas oito, trés ainda ndo haviam sido descritas na literatura (LECHNER et al.,
2018a). Uma nova variante, a CjNCS1, foi adicionada a biblioteca por ser capaz de catalisar a
mesma reacdo (MINAMI et al., 2007). A partir disso, foi construida uma biblioteca com essas
variantes naturais da (S)-NCS conforme apresentado na Tabela 2, em que os percentuais de

identidade e similaridade foram determinados usando a sequéncia da 7/NCS como base.

Tabela 2 — Biblioteca de variantes naturais da (S)-NCS

Abreviacdo  Organismo Similaridade Identidade Massa Nuamero de
de origem  de sequéncia de molecular residuos
sequéncia (kDa)
TNCS Thalictrum 100% 100% 22,2 200
flavum
AmNCSI1 Argemone 67% 51% 21,5 193
mexicana
AmNCS2 Argemone 64% 50% 22,4 197
mexicana
CsNCS Corydalis 70% 55% 20,0 180
saxicola
PbHNCS Papaver 71% 55% 19,5 172
bracteatum
PsNCSI1 Papaver 67% 51% 26,8 237
somniferum
PsNCS2 Papaver 69% 51% 23,7 208
somniferum
CjNCS1 Coptis - - 40,0 352
Jjaponica
C/NCS2 Coptis T7% 64% 20,3 179
Jjaponica

Fonte - (LECHNER et al., 2018a) modificado.

Além das variantes naturais, uma série de novas variantes da (S)-NCS foi criada a partir

de técnicas de engenharia de proteinas nos ultimos anos e, dentre estas, ¢ interessante citar
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algumas. As primeiras constru¢cdes foram a AIOTNCS e A19T/NCS, como ja citado.
Posteriormente, a variante A297fNCS foi construida a partir da A197fNCS, sendo que esta nova
variante ndo apresentou alteragdes na atividade enzimatica em comparagdo a construgdo

anterior (BERKNER et al., 2007) (SAMANANI; LISCOMBE; FACCHINI, 2004).

Em 2015, foi publicado um trabalho em que novas construgdes, tendo como ponto de
partida a A29T/NCS, foram obtidas, tendo como objetivo avaliar estrategicamente a
interferéncia de determinadas substitui¢oes de residuos de aminoacidos da enzima na atividade
dessa, pois tais informag¢des auxiliariam na melhor compreensdao do mecanismo de reagdo da
(S)-NCS. No caso, os residuos que mutados foram Leu76, Tyr108, Glul10, Lys122 e Aspl141.
A construcdo L76A, em especial (em que a leucina 76 foi substituida por uma alanina),
apresentou um desempenho interessante por ter apresentado uma alteracdo no perfil de
atividade em relacdo aos aldeidos, corroborando a proposta de mecanismo sugerida pelos
autores além de demonstrar o grande potencial de modifica¢des das propriedades da enzima,
visando diferentes objetivos, a partir de técnicas de engenharia de proteinas (LICHMAN,
BENJAMIN R. et al., 2015). Desde entdo, outros estudos propondo novas construgdes da
enzima foram publicados (LICHMAN, BENJAMIN R.; ZHAO; et al., 2017) (ERDMANN et
al., 2017a).

1.4.4 Estrutura e mecanismo de reagdo da (S)-NCS

Em 2009 foi publicado um importante trabalho apresentando duas estruturas da
A19TNCS obtidas a partir de difragdo de raio X de cristais dessa proteina, uma na forma apo
(PDB: 2VNE) ¢ a outra na forma holo (PDB: 2VQ5). Essa ultima foi obtida por meio da imersao
de cristais da (S)-NCS em solugdo contendo dopamina (2 mM) e 4-hidroxibenzaldeido (2 mM),
em que o aldeido em questdo ¢ um andlogo ao 4-hidroxifenilacetaldeido, sendo, porém, inerte
quanto a reagdo catalisada pela enzima. As estruturas em questao apresentaram-se na forma de
tetrameros compostos por duas unidades diméricas (A1-B1 ou A2-B2) e, ao analisar as
estruturas, foi possivel entdo constatar a semelhanca entre a estrutura da (S)-NCS e a da proteina
Bet v 1, algo que ja havia sido sugerido anteriormente a partir da analise da estrutura primaria

(ILARI et al., 2009b).

Através da andlise da estrutura holo, os autores identificaram os residuos Tyrl108,
Glul10, Lys122 e Asp141 no sitio ativo da enzima como possivelmente importantes ao longo
da reagdo. Observaram também que o aldeido estava ligado mais profundamente no sitio ativo,
sendo que a carbonila situava-se proximo ao residuo de Lysl122, enquanto a dopamina
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encontrava-se mais proxima a entrada do sitio ativo (ILARI et al., 2009b). Tal informagao
corroborou a proposta de mecanismo em que o aldeido se liga primeiro ao sitio ativo e em
seguida a dopamina, o que ja havia sido proposto em estudos anteriores baseados em dados

cinéticos (SAMANANI; FACCHINI, 2002) (LUK et al., 2007).

Inicialmente, muitos autores propuseram que o mecanismo de reagdo promovido pela
(S)-NCS baseava-se na interacdo do 4-hidroxifenilacetaldeido com o sitio ativos antes da
dopamina, ou seja, o aldeido se ligava ao sitio primeiro (LUK et al., 2007) (BONAMORE et
al., 2010). Esta hipotese era refor¢ada principalmente por dados de cristalografia e difracao de
raios X, em que se visualizava a dopamina na entrada da cavidade do sitio ativo, enquanto o
aldeido encontrava-se mais proximo aos residuos do interior da cavidade do sitio ativo. O
mecanismo proposto foi denominado por alguns como “HPPA first” (“hidroxifenilacetaldeido

primeiro”) (LICHMAN et al., 2015).

Entretanto, essa proposta de mecanismo falhava em explicar a promiscuidade da
proteina em relagdo aos aldeidos, a0 mesmo tempo que apresentava especificidade muito maior
a dopamina. Por conta disso, outros autores propuseram um mecanismo em que a dopamina se
ligava primeiro ao sitio ativo, seguida da interagdo com o aldeido, tendo em vista que neste
caso, parte da molécula do aldeido permanece voltada para a entrada do sitio ativo (PESNOT

et al., 2012) (LICHMAN et al., 2015).

Em especial, Lichman ef al. (2015) propds esse mecanismo com base em estudos de
“docking molecular” comparados a estrutura cristalografica ja depositada no PDB, além de
outros dados experimentais, como o estudo da cinética de reacao e a realizacao de experimentos
monitorando o efeito de mutagdes em residuos da (S)-NCS na atividade catalitica da enzima.
Todos esses dados contribuiram para a conclusdo de que o mecanismo em que a dopamina se
ligava primeiro, “dopamine first” (dopamina primeiro), era o mais factivel e explicava melhor
as observagdes experimentais. O Esquema 2 mostra o de mecanismo de reacao catalisada pela

(8)-NCS, do tipo “dopamine first” proposto por Sheng et al. (2019).
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Esquema 2 — Mecanismo de reagdo de Pictet-Spengler catalisada pela (S)-NCS proposto por Sheng et. al. (2019).

Ademais, os estudos cinéticos realizados nessa ocasido, em relacao a variante natural
TENCS, indicaram uma baixa eficiéncia desta enzima por conta do alto valor de K, em relagao
a dopamina (22 mM), que corresponde a concentracdo em que se alcanca 50% da atividade

méxima da enzima, em relagdo ao keat (24 s7), que esta relacionado a velocidade de reagio na
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condicdo de saturagdo do sitio ativo, sendo que esta baixa eficiéncia ¢ tipica de enzimas

reguladoras de rotas metabdlicas.

Posteriormente, Lichman et. al (2017), obtiveram evidéncias estruturais para a proposta
de mecanismo “dopamine first” (LICHMAN, BENJAMIN R.; SULA; ef al., 2017). Para tanto,
os autores cristalizaram a enzima A297fNCS ligada a um composto sintético, 4-{2-[(4-
metoxifenetil)amino]etil }benzeno-1,2-diol , andlogo a um dos estados de transi¢ao e obtiveram
a estrutura do complexo via difragdo de raios X. A estrutura foi depositada no PDB com codigo

SNON.

Dessa analise, observou-se que o grupo OH do carbono 3 no anel catecol da dopamina
estava interagindo, por ligagdo de hidrogénio, com a Lys122 do sitio ativo. Também foi
observado que o aldeido se posiciona a entrada do sitio ativo, o que corrobora a hipdtese do

aldeido se ligar depois e explica a promiscuidade em relacdo aos aldeidos (Figura 6).

B

Figura 6 — Estrutura da cristalografica da proteina A297fNCS (PDB: 5NON). (A) — Estrutura da enzima inteira.
(B) — Ampliagdo do sitio ativo interagindo com molécula andloga ao estado de transicdo, conforme descrito por
Lichman et. al. (2017). As figuras foram desenhadas usando o software Chimera 1.15rc.

1.4.5 Aplicagoes da (S)-NCS para sintese de compostos organicos

Recentemente, foram desenvolvidas algumas variantes da (S)-NCS através de técnicas
de engenharia de proteinas, em especial, por meio da substitui¢do de residuos de aminoacidos
estratégicos, visando aumentar a promiscuidade da enzima em relacdo aos compostos
carbonilicos e aumentar atividade da enzima. Em especial, um trabalho realizado em 2017
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proporcionou o desenvolvimento de variantes da 7fNCS, com destaque para as A79F e A79I,
capazes de catalisar reagdes envolvendo a dopamina e cetonas, produzindo
tetraidroisoquinolinas 1,1°-disubstituidas e spiro-tetraidroisoquinolinas, algo que ainda nao

havia sido relatado (LICHMAN, BENJAMIN R.; ZHAO; et al., 2017).

Outras aplicagdes interessantes sdo as reagdes em cascata envolvendo a (S)-NCS. Em
um trabalho publicado recentemente, foram desenvolvidas duas rotas de reagdes em cascata, ou
seja, reagdes consecutivas, uma completamente enzimdtica e outra quimioenzimatica
(ERDMANN et al., 2017b). As rotas partiam do 3-hidroxibenxaldeido e tinham como ultima
etapa a reagdo de Pictet-Spengler, sendo que em uma delas, a reagdo era catalisada pela (S)-
NCS e em outra pelo tampao fosfato, produzindo tetraidroisoquinolinas estereoquimicamente
complementares, ou seja, uma com configuragdo R e outra § em relacdo ao centro de quiralidade
formado durante a reagcdo de Pictet-Spengler. Ambas proporcionaram produtos com elevada
estereoseletividade e alta conversdo em relacdo ao material de partida (ERDMANN et al.,

2017b). A rotas propostas pelos autores podem ser visualizadas na Figura 7.

Conversao 96% Converséo 97%
Rendimento 95% C.i97% Conversao 85%
e.e 98% OH Transamlnase c.d >99%
Carboligase HO Me (Cv2025) Me Fosfato de
EcAHAS 1) potassw
(0]
Br
NH2 (0] ©/
O
)J\H/ /K )k E;ﬁ‘\ H
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o) 7—? NH,
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Figura 7 — Rotas de sintese de tetraidroisoquinolinas descritas por Erdmann et al. (2017). A-Rota
quimioenzimatica; B-Rota enzimatica; e.e-Excesso enantiomérico; c.i-Conteido isomérico; c.d-Conteudo
diasteroisomérico. Fonte - (ERDMANN et al., 2017) modificado.

A obtencao de tetraidroisoquinolinas também pode ser alcangada por meio de técnicas

de engenharia metabdlica. Pyne et al. (2020) descreve o desenvolvimento de cepas de leveduras
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capazes de produzir tetraidroisoquinolinas a partir de sacarose, por meio de rotas metabolicas
que envolvem a etapa catalisada por (S)-NCS, sendo que, algumas delas apresentaram
resultados promissores. Estas cepas foram obtidas por meio de modificacao genética dos seus
respectivos DNAs cromossomiais através da técnica “Crispr Cas 9, fazendo com que a rota de
produgdo dos compostos desejados fosse incorporada ao metabolismo desses organismos.
Ainda em relacdo a este tipo de técnica, uma patente relacionada a produgdo de
tetraidroisoquinolinas através do uso de engenharia metabdlica de microrganismos foi

registrada recentemente (SMOLKE; HAWKINS, 2019).

Por fim, um trabalho publicado em 2018, relata o desenvolvimento de técnicas de
imobilizacao da (S)-NCS, tanto em sua forma livre, quanto dentro das células em que foi
expressa. Nesse trabalho, foram utilizadas diversas matrizes e a técnica de imobilizagao da (S)-
NCS usada foi adsorgdo por afinidade de HisTag a Ni** e Fe*", sendo que o biocatalisador mais
promissor foi o obtido a partir da imobilizagdo da enzima a uma matriz de vidro com superficie

semi-hidrofilica contendo ions Fe**, denominada EziG3 (LECHNER et al., 2018a).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

e Desenvolver um estudo de imobilizagdo da enzima A197fNCS, visando sua aplicacdo
na sintese de uma tetraidroisoquinolina e avaliar os biocatalisadores resultantes em

relacdo a capacidade de reuso, e desempenho em diferentes temperaturas;
2.2 Objetivos Especificos

e Produzir a enzima A19Tf/NCS via expressao heterologa de proteinas recombinantes na
bactéria Escherichia coli BL 21 (DE3), em grande quantidade e em processo
reprodutivel,

e Avaliar a estrutura e a atividade da enzima produzida;

e Definir e avaliar matrizes que serao usadas para imobilizagdo da A197TfNCS: Verificar
quais sdo inertes no meio reacional;

e Imobilizar a AI9T/NCS nas matrizes selecionadas e avaliar os biocatalisadores
resultantes: Rendimento de imobiliza¢ao, rendimento de reacao;

e Avaliar os biocatalisadores (enzima imobilizada) quanto ao reuso: Rendimento de
reacao (3 usos);

e Avaliar os biocatalisadores (enzima imobilizada e enzima livre) quanto a estabilidade

térmica: Rendimento de reacdo em diferentes temperaturas (37°C; 47°C);
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Expressao da enzima A197TfNCS

A enzima A19TfNCS (~24 KDa) foi produzida via metodologia de expressao heteréloga
de proteinas recombinantes seguindo as seguintes etapas: 1) Preparagdo e planejamento do
plasmideo; 2) Replica¢dao do plasmideo (miniprep); 3) Transformagao das células E. coli BL21
(DE3); 4) Sele¢dao das coldnias; 5) Preparo e crescimento do pré-inoculo; 6) Preparo e

crescimento do in6culo; 7) Inducdo da expressao da enzima.

Na etapa de transformagao, foi usada a bactéria E. coli BL21 (DE3) competentes e o
gene responsavel pela expressdao da A19T/NCS foi clonado no vetor de expressao pET-28-a,
cuja sequéncia clonada encontra-se no Anexo 1, fornecido por GenScript (Piscataway, USA).
O gene da A197/NCS foi inserido no plasmideo e, dessa forma, a sequéncia da enzima
Trombina na regido N-terminal. A transformac¢ao das bactérias foi feita via choque térmico, em
que um eppendorf contendo as bactérias (100 pL) e os plasmideos (2 pL) (vetor de expressao
pET-28-a) foi encubado em um banho de agua a 42 °C por 1 min e 30 s € em seguida foi imerso

em um recipiente contendo gelo por 10 min.

Ap6s a transformacao foram acrescentados 500 pL de meio de cultura Luria Bertani
(LB) liquido (pH 7,0) (Tabela 3) ao recipiente contendo as bactérias transformadas, o qual foi
entdo encubado a 37 °C por 1 h, o que permitiu um crescimento da cultura bacteriana. Depois
da incubagdo, o meio contendo as bactérias foi centrifugado a 3000 rpm, 4 °C, por 3 min,
permitindo assim a formag¢ao de um pellet, o qual contém as bactérias, no fundo do recipiente.
Apos a centrifugacdo, 450 pL de sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso
cuidadosamente na solugdo restante. O pellet ressuspenso foi espalhado sobre a superficie de
um meio LB 4gar (Tabela 4), em placa de Petri, contendo 50 pug.L™! do antibiético canamicina,
para forma¢ao de um meio de cultura na placa e encubado a 37 °C por aproximadamente 16

horas.
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Tabela 3 — Composi¢ao de 1L do meio LB liquido.

Componente Quantidade para 1 L
Agua deionizada 950 mL

Triptona 10 g

Extrato de Levedura 5¢g

NacCl 10g

Tabela 4 — Composi¢ao de 1L do meio LB agar.

Componente Quantidade para 1 L
Agua deionizada 950 mL

Triptona 10g

Extrato de Levedura S5¢g

NaCl 10g

Bacto agar (para placas) I5¢g

Bacto agar (semi s6lido) 7g

Canamicina 50 ug

Apos esse intervalo, foram observadas colonias da E. coli BL21 (DE3) transformadas.
O vetor de expressdo pET-28-a contém um marcador de selecdo que confere as bactérias
transformadas resisténcia ao antibidtico canamicina, presente no meio de cultura, de tal maneira

que somente as bactérias transformadas formaram coldnias no meio.

Duas colonias do meio de cultura foram selecionadas e introduzidas em um Erlenmeyer
contendo 100 mL de meio LB liquido (Tabela 3) contendo 50 ug.L™!' de canamicina. Essa etapa
do processo ¢ denominada de pré-indculo. O pré-inoculo foi incubado a 37 °C com agitacao de
180 rpm durante aproximadamente 16 horas para permitir o crescimento das bactérias

transformadas e sua adapta¢do ao meio LB liquido.

O pré-indculo foi retirado da incubadora e vertido em um Erlenmeyer contendo 900 mL
de LB liquido, dando origem a um volume total de 1 L de LB liquido contendo as bactérias
transformadas e 50 pg.L! de canamicina. A essa etapa do processo di-se o nome de inéculo.

Deste inoculo recém preparado, foi retirada uma aliquota de 1 mL para medir a densidade optica
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(D.O.), do meio aferida em A= 600 nm via espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-Vis, a

fim de avaliar, qualitativamente, a quantidade de bactérias no meio.

Apos a primeira medida de D.O., o indculo foi introduzido em incubadora, submetido a
uma temperatura de 37 °C e agitagdo de 180 rpm. Foram retiradas aliquotas do indculo
periodicamente para medir a densidade Optica do meio e acompanhar o crescimento dos
microrganismos. A D.O. do meio no tempo zero, ou seja, na etapa de adi¢ao do pré-indculo ao
in6culo, foi de 0,183 e no momento da indugdo com IPTG, ap6s 4 h e 30 min de encubagao, foi
de 0,757. Portanto, a expressao da TENCS foi induzida em D.O do in6culo de ~0.8 pela adi¢ao
do indutor de expressao isopropil-p-d-1-tiogalactopiranosidiol, IPTG, em concentracdo final de
0.5 mM. Apos a indugdo, a temperatura da incubadora foi reduzida para 20 °C, mantendo
agitacdo de 180 rpm, por aproximadamente 16 horas. O processo de expressao foi repetido por
9 vezes seguindo este mesmo protocolo, entretanto, em alguns casos foi utilizado 2 L de meio

LB, mantendo as propor¢des de pré-indculo/indculo ja mencionadas.
3.2 Purificacio da enzima A19T/NCS

A metodologia de purificacdao seguiu as seguintes etapas: 1) centrifugacdo do indculo;
2) lise; 3) centrifugacao do lisado; 4) filtragdo do sobrenadante; 5) cromatografia por afinidade

a niquel (Ni*); 6) cromatografia por exclusio molecular (gel-filtragdo).

A primeira etapa da purificagdo consiste em liberar a enzima para o meio extracelular,
através da lise das bactérias, para que posteriormente ela possa ser separada das demais
enzimas, proteinas, DNA e detritos celulares que sdo liberados nesse processo. Para tanto, o
inéculo foi retirado da incubadora, ap6s o processo de expressao da A19T/NCS, e entdo
centrifugado com rotagdo de 4000 rpm, a 4 °C durante 40 min. Apds a centrifugagdo, o
sobrenadante foi descartado e o pelet contendo as células foi congelado a -20 °C para iniciar o
processo de lise celular. O pelet foi entdo retirado do congelador e ressuspenso em 10 mL de
tampao de fosfato (NaP) (50 mM) com imidazol (10 mM) e DTT (2 mM), pH 7,0. A enzima
lisozima, que promove rompimento da parede celular, foi adicionada ao recipiente contendo o
pelet ressuspenso em quantidade para concentragdo final dela no meio ser 3 mg.mL™!. Também
foi adicionado um inibidor de protease com o objetivo de evitar a degradacdo da A19T/NCS
durante a lise. O inibidor de protease usado foi o fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) a uma
concentracgdo final de 2 mM. O recipiente de lise foi agitado por 30 min. Apos o processo de
lise com lisozima, a solucdo resultante foi submetida a um processo de estresse mecanico
promovido por seringa, por trés vezes, com o objetivo de promover mais rompimento celular.
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Também foi avaliada a lise por meio de sonicacdo, em que o pelet ressuspenso, € imerso em
banho de gelo, é submetido a pulsos de ultrassom em 2 ciclos de 10 min de durag¢do cada com

um intervalo de 20 min entre os ciclos, visando evitar o aquecimento excessivo da amostra.

A solugdo obtida foi entdo centrifugada com rotacdo de 11000 rpm, a 4 °C durante 40
min sendo que, neste caso, o material de interesse permanece no sobrenadante enquanto o pelet
¢ descartado. Entdo, foi realizada uma analise de cromatografia liquida usando equipamento
Akta Start (General Eletric), dotado de um detector do tipo espectrometro de UV-Vis, usando-
se uma coluna contendo esferas funcionalizados com Ni** (His-Select® Nickel-Affinity gel)
para afinidade com a calda de histidina presente na regido N-terminal da (S5)-NCS, sendo que
esta coluna possui um volume de fase estacionaria, chamado de volume de coluna (VC), de 10

mL.

O método de cromatografia usado iniciou-se com a lavagem da coluna com 8 volumes
de coluna (VC) de 4gua, ou seja, 80 mL (um VC ¢ 10 mL), mantendo um fluxo de 5,0 mL.min
I, Posteriormente a coluna foi equilibrada com 8 volumes de coluna da solugio A (PB 50 mM,
10 mM de imidazol e pH 7,0). Durante a injecao da amostra do lisado, foi coletado uma fragao
denominada flow through (FT) a qual foi analisada visando verificar que a proteina de interesse
foi retida na coluna ao longo da injecdo. Apds a injecao da amostra inicia-se o processo de
eluicdo, em que primeiramente injeta-se apenas a solugao A, usando 5 volumes de coluna, para
que a A19TfNCS se ligue a coluna e as impurezas sejam descartadas O eluente oriundo desta
etapa ¢ denominado wash unbound (WU), o qual também foi coletado para avaliar se a enzima
de interesse permaneceu ligada a coluna enquanto as impurezas foram eliminadas.
Posteriormente, foi construido um gradiente de concentragdo crescente de imidazol na fase
movel usando uma mistura de solugdo A e solugdo B (NaP 50 mM com 500 mM de imidazol e
2 mM de DTT) (Tabela 5), comecando com 100% da solugdo A e aumentando a quantidade de
solucao B ao longo do tempo, de maneira que apos 10 volumes de coluna a partir do inicio da

construcdo do gradiente, a fase mdvel € constituida por 100% da solucao B.
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Tabela 5 — Composi¢ao de 1L do tampao B, NaP com 500 mM de imidazol.

Composto Concentracao (mM) Massa (g) paral L
NaHPO4.7H20 45 12,06

NaH>POq4 5 0,60

NaCl 300 17,52

Imidazol 500 17

Ditiotritol (DTT) 2 0,695

Ao longo do processo de eluicdo com gradiente de imidazol, o eluente foi fracionado e

coletado a cada 5 mL em tubos de ensaio, as quais foram usadas em etapas posteriores.
3.3 Ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida

Ao longo de todo processo de expressao da enzima A19T/NCS foram coletadas diversas
amostras para analise por eletroforese em gel, a fim de averiguar de forma qualitativa a presenca
desta enzima em cada uma das etapas associadas as amostras. Estas amostras foram
introduzidas em pocos de uma placa de gel de poliacrilamida cujas extremidades sdo
submetidas a uma diferenca de potencial elétrico, induzindo o deslocamento das proteinas da
extremidade em que foram introduzidas para a oposta. A técnica permite que ocorra uma
separacao das proteinas por diferenca da carga elétrica adquirida por cada uma a partir da adigao
de SDS, sendo que esta carga elétrica ¢ diretamente proporcional ao nimero de residuos de

aminoacidos de cada proteina.

As amostras obtidas a partir da purificacao do lisado, foram preparadas para o processo
de eletroforese em gel. As amostras contendo sélidos, como pelets e amostras de bactérias
coletadas ao longo do processo de expressdo, foram submetidas a uma centrifugagdo, com
excecao das de pelet que ja haviam passado por este processo, € os seus respectivos pelets foram
ressuspensos em 300 puL de tampao TES (50 mM de Tris(hidroximetil)aminometano (Tris); 1
mM de EDTA e 1% v/v de SDS), permanecendo assim por 1 hora, e depois foram centrifugadas

por 15 min a 1000 rpm.

Posteriormente, 40 pL. do sobrenadante de cada uma destas amostras foram coletados.
Igualmente, foi coletado 40 pL das demais amostras (ndo contendo s6lidos). A cada amostra
foi acrescentado 8 pL de tampao de amostra (12% m/v de SDS; 6% v/v de Mercaptoetanol;

30% m/v Glicerol; 0,05% Cromassie Blue G-250 (Serva); 150 mM Tris/HCI - pH 7,0) de
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maneira que estivessem adequadas para a analise por eletroforese em gel, resultando em 48 puL

de cada amostra com tampao.

O gel utilizado nas analises ¢ constituido de duas partes: aquela que contém os pogos
onde sdo introduzidas as amostras (gel de alinhamento) e aquela em que ocorreré a separagao
das proteinas para que as amostras sejam analisadas (gel de separagdo). O gel foi produzido de
acordo com a Tabela 6, sendo que cada um dos componentes foi acrescentado na sequéncia em

que aparecem na tabela.

Tabela 6 — Materiais usados na producao do gel de eletroforese.

Componentes Gel de separacio (quantidade) Gel de alinhamento (quantidade)
H>O 4660 uL 7440 uL

Acrilamida 10000 pL 1200 uL

Tris? 5000 pL (pH 8,8) 1200 pL (pH 6,8)

SDSP 200 pL 100 uL

PSA° 100 pL 40 uL

TEMED? 40 pL 20 pL

Aa — Tris: Tris(hidroximetil)aminometano; b — SDS: dodecil sulfato de s6dio; ¢ — PSA: Persulfato de amonio;
d — TEMED: N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamina.

O gel de separacdo e gel de alinhamento foram preparados separadamente. O gel de
separacdo foi vertido em uma placa de vidro (prépria para eletroforese) com 1,5 mm de

espessura e, apos sua polimerizagao, o gel de alinhamento foi vertido sobre o gel de separagao.

Ap6s a polimerizagao dos géis, a placa de vidro mencionada foi posicionada no suporte
apropriado, o qual foi introduzido em um recipiente de acrilico no qual foi vertido tampao de
Tris-glicina (solugdo aquosa: 1,45% m/v de glicina; 0,3% m/v de Tris e 0,1% de SDS - pH 8.3).
As amostras, 12 pL cada, foram introduzidas nos pocos do gel de alinhamento e, 3 uLL de uma
amostra de padrdo de proteinas, foi introduzida em um dos pogos. O processo de eletroforese
foi entdo iniciado a partir da criagdo da diferenga de potencial (d.d.p.) de 110 V até que as
amostras passassem do gel de alinhamento para o gel de separacdo e entdo foi alterada para 120

V até o final da eletroforese.

Ao término da eletroforese, o gel de eletroforese foi submerso em um recipiente
contendo em tampdo corante (40% v/v de etanol; 10% v/v de acido acético e 0,1% m/v de
cromassie blue R) e aquecido por 30 s em um forno de micro-ondas. Apos o aquecimento, o gel
ainda no recipiente foi agitado por 15 min e entdo retirado do tampao corante e submerso em
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tampao descorante (40% v/v de etanol e 10% v/v de 4cido acético) para que as bandas contendo
as proteinas fossem reveladas. O gel permaneceu descorando por 16 horas e o tampao
descorante foi renovado e depois substituido por dgua, de maneira ao final do processo de
revelacao do gel foi possivel identificar as bandas e analisar os resultados. As amostras em que
foi identificada a banda correspondente a A197/NCS foram unidas, adicionadas em um
Centricon 25 mL (GE Health Care) e concentradas por meio de centrifugacao (2500 rpm e 1h)

sendo posteriormente submetidas a um processo de purificacao por gelfiltragao.

3.4 Purificacdo por cromatografia de exclusio molecular e analise de concentragio por

espectroscopia no UV/Visivel

Apos a purificacdo por afinidade a Ni?", as amostras contendo a A19T/NCS foram
submetidas a cromatografia de exclusdo molecular. Essa ¢ uma etapa de polimento da
purificacdo e ¢ importante por dois motivos. Em primeiro lugar foi necessario trocar a enzima
de um meio contendo imidazol para outro contendo o tampao a ser usado nas etapas posteriores,
o tampao HEPES (&cido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]etanosulfonico). Além disso, foi
necessario separar o monomero de A197fNCS de uma impureza de massa proxima a 50 KDa.
Tal impureza pode ter sido resultado da dimerizacdo da enzima de interesse, entretanto, ¢

necessario a realizacdo de experimentos posteriores para confirmar a hipdtese.

A purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular foi realizada em um
cromatografo Akta Start utilizando uma coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Health Care,
EUA). Inicialmente a coluna foi lavada com 3 volumes de coluna de 4gua (1 volume de coluna
equivale a 120 mL) e posteriormente equilibrada com 3 volumes de coluna de tampao de elui¢ao

(HEPES 50 mM; NaCl 100 mM e DTT 2 mM, pH 7,0), aplicando um fluxo de 0,5 mL.min"".

A amostra contendo a enzima de interesse foi injetada na coluna e eluida com 1,5
volumes de coluna de tampao HEPES, resultando em 30 fragdes de 6 mL cada. As fragdes para
as quais foi observado absor¢do significativa no cromatograma foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida, seguindo o procedimento ja mencionado no item 3.3.
Através desta analise foram identificadas as fragdes contendo a enzima, as quais foram
concentradas por meio de centrifugacdo (2500 rpm e 1h) em um concentrador de centrifuga
modelo Centricon 25 mL (GE Health Care) resultando em uma solucao estoque de 15 mL de

A19T/NCS.
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Por fim, uma aliquota da solugdo estoque de A19TfNCS foi submetida a quantificacio
por espectroscopia no UV/Visivel. Neste caso foi realizada uma varredura na faixa de 200-800
nm de comprimento de onda (A), sendo que o valor de absorbancia em 280 nm foi utilizado para
determinagdo da concentragdo de proteina corrigindo a diluigdo. Nesta analise, o tampao

HEPES (50 mM) puro foi usado como branco.

A lei de Lambert Beer, Equacdo 1, foi usada para determinagdo da concentracdo de

A19TNCS a partir do valor de absorbancia.
C(NCS) = =~ Eq. |

Onde: “A” a absorbancia; “L” o comprimento de caminho 6ptico (1 cm); “€” o
coeficiente de absortividade molar, que para a A19T/NCS ¢ 19.940 M'.cm™ (valor calculado

através do “ExPASy ProtParam tool” assumindo residuos de cisteina reduzidos).
3.5 Analise da estrutura da enzima por espectroscopia de dicroismo circular

A andlise por espectroscopia de dicroismo circular em UV distante, foi realizada no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG pela doutoranda do programa de Pos-
graduagdo em Bioquimica e Biologia da UFMG Verdnica Valadares. O equipamento usado foi
um espectrometro de DC modelo J-815 (JASCO Inc, EUA) equipado com um controlador de
temperatura Peltier. Uma aliquota da solucdo estoque de AI9T/NCS, diluida a uma
concentragio de 70 uM (1,68 mg.L!) foi introduzida em uma cubeta de 0,01 cm de caminho
optico e submetida a analise. Foram realizadas trés varreduras de 190 a 260 nm de comprimento
de onda (A), sendo a primeira a uma temperatura de 20 °C, a segunda a 75 °C e a terceira a 20°

C novamente, visando avaliar a reversibilidade do desenovelamento da proteina.

Posteriormente, foi realizado um experimento com rampa de temperatura, com o fim de
avaliar a estabilidade térmica da proteina livre e determinar a partir de que faixa de temperatura
inicia-se o processo de desnaturacao. Foi construida uma rampa de temperatura, variando de 25
°C a 75 °C com incrementos de 0,5 °C e, selecionou-se o comprimento de onda (A) de 208 nm

para deteccao.
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3.6 Selecio e avaliacio inicial de matrizes
3.6.1 Ensaios de atividade da A19TfNCS

A avaliagdao da atividade da A19T/NCS seguiu as seguintes etapas: 1) Preparo das
solucdes estoque usadas no meio reacional; 2) Preparo do meio reacional; 3) Reagdo quimica a

37 °C; 4) Centrifugacao da amostra; e 5) Coleta e estocagem da amostra.

Foi preparada uma solugdo estoque contendo HEPES (tampao HEPES 62,5 mM) em
meio aquoso, cujo valor de pH foi ajustado para 7,0. Igualmente, produziram-se solugdes
estoque de hexanal (hexanal 25 mM em DMSO 90% v/v e HEPES 50 mM pH 7,0) e dopamina
(dopamina 10 mM, &cido ascérbico 20 mM, HEPES 62,5 mM pH 7,0), sendo que o acido
ascorbico exerceu a fun¢do de antioxidante, prevenindo a oxidagdo do grupo catecol da

dopamina.

As solugdes-estoque, tampao HEPES e DMSO foram adicionadas a frascos de 15 mL
resultando nas solugdes reacionais desejadas: dopamina 2,5 mM, hexanal 2,5 mM, &cido
ascorbico 5 mM, HEPES 50 mM pH 7,0 e DMSO 10%. Uma aliquota da solucao estoque de
A19TfNCS foi entdo adicionada ao meio reacional, alcangando uma concentragado final de 5 uM
(0,12 mg.mL-1), e dando inicio a reagdo que ocorreu por 2 horas, sob agitacdo, em uma estufa
mantida a 37°C. Ao término da rea¢do a amostra foi centrifugada por 5 min, 3000 rpm e 8°C e,
entdo, coletada, filtrada (filtro 20 um) e imediatamente armazenada em freezer (~ -20°C) para
analises posteriores. Nesta etapa, também foi preparada uma amostra controle, com as mesmas

caracteristicas relatadas, entretanto sem conter a A197TfNCS, para fins de comparagao.
3.6.2 Avaliacdo das matrizes em meio reacional

Antes do processo de imobilizagdo com a A19TfNCS, algumas matrizes foram avaliadas
quanto a interagdo com os substratos dopamina e hexanal e a capacidade de catalisar a reagao
de interesse. Essa metodologia foi dividida nas seguintes etapas: 1) Pesagem das matrizes; 2)
Lavagem das matrizes; 3) Preparo das solucdes estoque usadas no meio reacional; 4) Preparo
do meio reacional especifico para cada amostra; 5) Reagdo quimica a 37°C; 6) Centrifugacao

das amostras; e 7) Coleta e estocagem dos sobrenadantes de cada amostra.

Uma série de matrizes, disponiveis em laboratdrio, que poderiam ser utilizadas como
suporte para imobilizacdo da enzima foram selecionadas para uma avaliagdo com o objetivo de

determinar quais eram inertes no meio reacional e, portanto, poderiam ser usadas para
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imobilizar a A197TfNCS. Todas essas matrizes ja haviam sido descritas na literatura quanto a

aplicagdo em imobilizagdo de enzimas. As matrizes estdo listadas no Quadro 2.

Quadro 2 — Matrizes avaliadas inicialmente

Matriz

Fabricante

Material/observagdes

Ni-NTA (His-Select®
Nickel-Affinity gel)

Sigma Aldrich

Resina de afinidade

Material: Beads de agarose revestidos com
4cido nitriloacético que complexa Ni*" (Ni-
NTA).

Material hidrofilico

Granulometria: 45-165 um

Celite 545 Fisher Scientific | Material: Terra diatomacea calcinada -—
majoritariamente constituida de silica podendo
conter alumina e Oxido ferroso em menor
propor¢ao
Granulometria: 0,02-0,1 mm

Dowex 1X8 Fluka AG./Dow | Resina anidnica basica (CI°)

Chemicals Material: co-polimero de estireno (92%) e
divinilbenzeno (8%)
Granulometria: 200-400 Mesh
Capacidade de retencao de dgua: 39-45%

Caolin Pur QM/Quimica | Material: hidroxido de alumino silicato

moderna AlSi,05(0OH)4

Diaion HP-2MG Sigma Material: Polimetacrilato

Aldrich/Mitsubish | Granulometria: 25-50 Mesh
Chemicals Tamanho médio de poros: 170 A

Dowex 50WX8 Sigma Resina catidnica acida (H")

Aldrish/Dow Material: co-polimero de estireno (92%) e
Chemicals divinilbenzeno (8%)

Granulometria: 100-200 Mesh
Capacidade de retencao de agua: 50-58%
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Dowex 50WX4 J.T.Baker Resina catidnica acida (H")
Chemicals/Dow Material: co-polimero de estireno (96%) e
Chemicals divinilbenzeno (4%)
Granulometria: 100-200 Mesh
Capacidade de retencao de agua: 64-72%
Silica Gel Sigma Aldrich Tamanho de poro: 60 A
Granulometria: 70-230 Mesh
63-200 um

Os dados para construc¢do deste quadro foram obtidos através de consulta no site dos fabricantes.

Pesou-se 110 mg de cada uma dessas matrizes, com excecdo da Ni-NTA e Celite 545.
As matrizes foram lavadas por 3 vezes com tampao HEPES (50 mM pH 7,0) e entao adicionadas
ao meio reacional e submetidas ao mesmo protocolo relatado no item 3.6.1. Neste processo, as

matrizes ndo passaram pelo processo de imobilizagao.

3.7 Imobilizag¢ao da A197/NCS em matrizes selecionadas e analise do rendimento de

imobilizacao

As matrizes que se mostraram inertes, foram submetidas a uma avaliacao de rendimento
de imobilizacao, a fim de determinar quantitativamente a capacidade de imobiliza¢ao da enzima
para cada matriz. Para isso, foi realizado inicialmente um processo de imobiliza¢do da

AT9TYNCS idéntico para todas as matrizes.

O processo consistiu em pesar 110 mg de cada matriz, transferi-las para um recipiente, € entdo
adicionar 248 uL de uma solugio estoque A19TNCS (0,95 mg.mL ') em cada uma delas. As
amostras permaneceram em contato com a solugdo de proteina por um periodo de 1 h, a
temperatura de 25 °C e sob agita¢do. Ao término do processo, as amostras foram centrifugadas
e 240 uL do sobrenadante foi coletado e transferido para uma cubeta de quartzo, sendo
posteriormente adicionado 410 pL de tampao HEPES (50 mM pH 7,0) a cubeta, completando

um volume de 650 pL de amostra.

As amostras foram analisadas por espectroscopia de UV/Visivel, usando tampao HEPES puro
(50 mM pH 7,0) como branco, e a concentragdo de proteina foi determinada por meio do valor
de absorbancia a um comprimento de onda (A) de 280 nm. Através da concentracdo de
A19TNCS residual no sobrenadante de cada amostra, foi possivel calcular indiretamente a

quantidade de enzima imobilizada em cada amostra. A quantidade de enzima imobilizada foi

46



quantificada utilizando o pardmetro rendimento de imobiliza¢io (%) (GUIMARAES et al.,

2018), que ¢ descrito pela seguinte equagao.

C(NCS)i—C(NCS)s
C(NCS)i

Ri(%) = X 100 Eq. 2

Onde Ri(%) é o rendimento de imobilizacdo, C(NCS)i ¢ a concentracdo inicial de

AT9TINCS e C(NCS)s ¢ a concentracdo de NCS no sobrenadante.
3.8 Avaliacao dos biocatalisadores
3.8.1 Procedimento para a primeira reagdo a 37 °C

As atividades das enzimas imobilizadas foram analisadas e comparadas a da enzima
livre em solucdo seguindo o protocolo relatado no item 3.5, alterando o volume do meio
reacional para 2 mL. Apods a imobilizacao, as matrizes foram lavadas por trés vezes com tampao

HEPES (50 mM pH 7,0) antes de serem adicionadas ao meio reacional.

Nesse procedimento avaliadas as amostras listadas na Tabela 7, sendo que a amostra de
dopamina apresentou a seguinte composi¢cdo: dopamina 2,5 mM, acido ascorbico 5 mM,
HEPES 50 mM pH 7,0 e DMSO 10% v/v, e a amostra de hexanal: hexanal 2,5 mM, HEPES 50
mM pH 7,0 e DMSO 10% v/v. Ao término da reagdo, as matrizes foram separadas do meio

reacional e armazenadas para o processo de reuso que sera descrito posteriormente.

Tabela 7 — Amostras das reagdes a 37 °C

%

Amostra

Ni-NTA sem NCS

Celite 545 sem NCS
Dowex 1 com NCS

Caolin com NCS

Diaion HP-2MG com NCS
NCS livre

Controle
Ni-NTA com NCS
Celite 545 com NCS

o 0 9 SN U A W N -

[y
<

Dopamina

[y
[y

Hexanal

47



3.8.2 Procedimento para o avaliagdo do reuso dos biocatalisadores (segundo e terceiro uso)

a37°C

Com o objetivo de avaliar a capacidade de reuso dos biocatalisadores, as amostras de
matriz utilizadas na primeira reacdo, citada no item 3.7.2, foram lavadas por trés vezes com
tampao HEPES (50 mM pH 7,0) e entdo reutilizadas em uma segunda reacdo pelo mesmo
protocolo do item 3.7.2. Por fim, as matrizes foram utilizadas por uma terceira vez, e as

amostras foram armazenadas para analise posterior.
3.8.3 Procedimento para a reagdo a 47 °C

Foi realizada uma nova reagado a temperatura de 47 °C com o fim de avaliar a influéncia
do aumento da temperatura no desempenho dos biocatalisadores. Para realizacdo deste
procedimento foi necessario realizar mais uma pesagem de matrizes (110 mg) que foram
lavadas segundo o mesmo protocolo mencionado no item 3.5. As amostras avaliadas nessa

etapa estdo listadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Amostras da reagdo a 47 °C

%

Amostra

Dowex 1 com NCS
Caolin com NCS

Diaion HP-2MG com NCS
NCS livre

Controle
Ni-NTA com NCS
Celite 545 com NCS

Dopamina

o 0 9 N Nt A W N -

Hexanal

3.9 Analise das amostras por espectroscopia de RMN

Todas as amostras obtidas nos itens 3.5 e 3.7 foram analisadas via espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) através de experimentos realizados nos espectrometros
Bruker NanoBay 400 MHz equipado com sonda de 5 mm, com gradiente em Z e detecc¢do
multi-nuclear indireta modelo BBI e Bruker Avance Neo 600 MHz equipado com sonda de

dupla ressonancia de 5 mm, multi-nuclear com gradiente em Z modelo SmartProbe, ambos
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localizado no Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear (LAREMAR) do Departamento
de Quimica da UFMG. Os espectros de RMN adquiridos foram processados e analisados
usando o software Topspin 4.06 (Bruker SA, EUA).

Para isso, adicionou-se uma aliquota de 540 puL de cada amostra do item 3.5, em tubos
de RMN (5 mm) completando o volume de 600 pL. com a adig¢do de 60 puL de D>O (dioxido de
deutério 99,9%). As amostras foram caracterizadas via aquisicdo de espectros de RMN de 'H,
utilizando o programa de pulso p3919gp (PIOTTO; DAUDEK; SKLENAR, 1992), com
supressao do sinal da 4gua, (com D1 de 1,2 segundos). A partir dos dados coletados nessa etapa,
foram selecionadas as matrizes para a proxima seguinte. Também foi preparada uma amostra
de dopamina (dopamina 2.5 mM, 4cido ascorbico 5 mM em tampao NaP 1 M pH 7,0 e DO
10% v/v) e hexanal (hexanal 2,5 mM em DMSO 90% v/v e DO 10% v/v) a fim de identificar

os sinais referentes a cada um destes reagentes nos espectros.

As amostras do item 3.7 foram preparadas da seguinte forma: aliquotou-se 600 pL
(538,5 uL de amostra; 60 uL de DMSO D6 — deuterado; 1,5 uLL de DSS - 55,58 mM) em tubos
de RMN (5 mm); Espectros de RMN de 'H foram adquiridos no espectrdmetro Bruker Avance
Neo 600 MHz. A sequéncia de pulso utilizada foi a noesygpprld, com supressao do sinal da

agua via pré-saturagcdo e com tempo de recuperagao de 20 segundos.

A sequéncia de pulso noesygpprld foi utilizada visando a supressdo do sinal da agua
nas amostras. Tendo em que essa sequéncia de pulso aplicada a andlises quantitativas de
amostras aquosas via RMN j4 havia sido validada em estudos anteriores (LOHRE et al., 2021),

ela foi selecionada para esse fim no presente trabalho.

O tempo de recuperagao foi definido como 20 segundos por conta da necessidade de
que os spins dos hidrogénios estejam em equilibrio térmico para uma andlise quantitativa,
condicdo alcancada quando o tempo de recuperagdo € no minimo cinco vezes superior ao maior
tempo de relaxacdo longitudinal (T1) na amostra (DA S. SANTOS; COLNAGO, 2013), o que
mostra a potencialidade da espectroscopia de RMN como técnica de andlise quantitativa e

qualitativa ao mesmo tempo.

O 4cido 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonico (DSS) foi utilizado como padrdo para
quantificagdo dos analitos e, sua concentracao final nos tubos de RMN foi de 139 uM. Para
determinagao de tais parametros, o primeiro passo consistiu em integrar o sinal do DSS em cada

amostra ¢ definir sua intensidade relativa como 9, pois o sinal ¢ referente a 9 hidrogénios

49



presentes na molécula. Posteriormente foi realizada a integracao de sinais do hidrogénio 3 da

dopamina e hidrogénio 4 do produto para determinac¢do das respectivas concentragdes.

A incerteza experimental de cada ensaio foi estimada pela incerteza das pipetas
utilizadas no preparo das solu¢des. A micropipeta usada na adicdo de DSS foi uma Labmate
Pro 0,5-10 pL com incremento minimo de 0,02 pL e acuidade de 4%, enquanto a micropipeta
usada para transferir 600 uL das amostras prontas, ja contendo DMSO deuterado e DSS, aos
tubos de RMN (5 mm), foi uma Labmate Pro 100-1000 pL com incremento minimo de 0,2 uLL
e acuidade de 1,6%. Portanto, para determinacdo da incerteza experimental associado ao uso

dessas pipetas foi estimada usando a Equacao 3.

V(DSS) x 0,04 = V(amostra) x 0,016
V(DSS) V(amostra)

Incerteza experimental = ( ) Eq. 3

Onde V(DSS) e V(amostra) sdo os volumes pipetados de DSS e da amostra
respectivamente. Sendo 0,04 o valor da acuidade da micropipeta usada para medir o volume de
DSS ¢ 0,016 o da pipeta usada na transferéncia da amostra para o tubo de RMN. A concentragao

do analito, seja produto ou reagente, foi definida como:
Concentragdo = IR x 139 uM = [(IR x 139 uM) x (Incerteza experimental)] Eq. 4
Onde IR ¢ a integral relativa de A e a incerteza experimental ¢ de 0,056.

Os célculos de rendimento, que definem o quanto de produto foi formado a partir da

concentracao inicial de reagente dopamina, foram calculados através da Equacao 5

Concentracgao do produ

Rendimento (%) = x 100 Eq. 5

concentragio inicial do reagente

50



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Expressao e purificacdo da enzima A197f/NCS
4.1.1 Expressdo da A19TfNCS

O gel de eletroforese em que foram analisadas amostras coletadas ao longo da expressao

da AI9T/NCS ¢ mostrado na Figura 10.

Figura 8 — Gel de eletroforese com amostras da expressdo da A197fNCS. 1-Inéculo antes da indugdo; 2-indculo
3 horas ap6s da indugfo; 3-Indculo 16 h apds a indugdo; 4-Pellet da lise; 5-Padréo de proteinas; 6-Lisado.

E possivel observar uma banda de massa molecular proxima a 25 KDa na maioria das
amostras, que ¢ mais intensa nas amostras do lisado (amostra 6) e do pelet de lise (amostra 4).
Tendo em vista que a massa da AI97TfNCS usada no presente trabalho possui uma massa
molecular de aproximadamente 24 KDa, ¢ possivel concluir que essa banda corresponde a

enzima desejada, indicando que o processo de expressao foi bem-sucedido.

A partir dessa conclusdo, observa-se que presenca de AI9TfNCS no inoculo antes da
inducdo ¢ muito pequena, indicando que a enzima ¢ produzida mesmo antes da indugdo com
IPTG, porém em pequenas quantidades. Tal evento ndo ¢ incomum e ¢ denominado expressao
basal, entretanto, ¢ desejavel que nao ocorra, ou que ocorra o minimo possivel (OVERTON,

2014), especialmente no caso de proteinas toxicas a célula hospedeira.

A enzima A19TfNCS foi observada em maior quantidade na amostra 2 (indculo 3 horas
apos expressao) e amostra 3 (inodculo 16 horas ap6s a expressao), porém, a intensidade da banda

da enzima desejada na amostra 3 ndo ¢ tdo maior do que na amostra 2, o que pode levar a
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especulagdo de que a expressdo da proteina chega a um limite maximo apds a indugdo e a partir
de entdo ¢ interrompida. Entretanto, a Gnica forma de confirmar esta hipotese ¢ por meio de um
teste de expressao, em que sejam colhidas mais amostras, a cada uma hora, por exemplo, desde
o momento da indu¢do com IPTG até um tempo consideravel pds indugdo, e analisar tais

amostras por eletroforese.

A amostra 4 (pelet da lise) e 6 (lisado) apresentam uma grande quantidade de proteinas,
o que pode ser observado pelo grande nimero de bandas presentes em cada amostra, o que era
de se esperar. Ambas as amostras apresentam a banda relativa a AI9T/NCS, entretanto, a banda
ganha mais destaque na amostra do lisado, o que ¢ desejavel, pois ¢ a partir do lisado que a

proteina ¢ purificada, estocada e utilizada.
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4.1.2 Purificagdo por afinidade a Ni**

O cromatograma da purificagdo por afinidade, juntamente ao gel de eletroforese obtido

a partir das amostras dessa etapa, sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9 — Cromatograma da etapa de purificacio por afinidade a Ni?*. Cromatograma: FT-Flow Through; WU-
Wash Unbound; A-Inicio da aplicagdo do gradiente de imidazol; B-regido de maior eluicdo de A19TNCS; C-Fim
da aplicagdo do gradiente de imidazol. Gel de Eletroforese: 5-Padrio de proteinas; 6-Lisado; 7- Flow Through; 8-
Wash Unbound; 9-Fragdo coletada a 15% de solucdo B; 10 a 13-Fragdes contendo A197fNCS (coletadas no
intervalo de 40-100% de B).
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Através do cromatograma acima ¢ possivel identificar alguns pontos importantes.
Primeiramente, a regido legendada como FT corresponde ao “flow-through”, ou seja, o material
que foi detectado quando a amostra (12 mL) estava sendo injetada. Percebe-se nesta regido do
cromatograma um pequeno pico, que provavelmente indica a eluigdo das primeiras impurezas,

o que ¢ confirmado no gel de eletroforese, em que a amostra 7 corresponde a fragao do FT.

Em seguida, ¢ possivel observar a regido designada por WU, que corresponde ao “wash-
unbound”, ou seja, o material que foi eluido (5 volumes de coluna) logo apds a injecao e, antes
da aplicacdo do gradiente de imidazol. Espera-se, que neste momento seja eluido todo material
que ndo se liga a coluna através da afinidade ao Ni?*, ao contrario da proteina A19TNCS que

possui uma calda poli-histidinica (HisTag) que permite que nao seja eluida neste momento.

De fato, pela intensidade do pico relativo ao WU, ¢ possivel que uma grande quantidade
de impurezas tenha sido eluida nessa fracdo. A amostra da fragdo de WU no gel de eletroforese
(amostra 8) apresenta algumas bandas correspondentes a proteinas de diferentes massas

moleculares, indicando a presenga de impurezas no Wash Unbound conforme esperado.

A regido indicada por “A” no cromatograma (Figura 9), € o ponto a partir do qual inicia-
se a aplicagdo do gradiente de imidazol conforme descrito na parte experimental. E possivel
identificar um primeiro pico na regido entre 120 e 140 mL que corresponde a regido com
aplicacdo de 15% da solug¢@o B na cromatografia. A fragdo coletada nessa regido (amostra 9 do
gel) contém algumas impurezas residuais, o que pode ser observado pela presenca de diversas

bandas de proteinas no gel de eletroforese.

Posteriormente, ¢ possivel identificar a ascendéncia de um pico que apresenta
intensidade maxima na regido designada por “B”, o qual corresponde a elui¢ao da proteina
A19TNCS, o que pode ser confirmado pela presenca da banda de aproximadamente 25 KDa
nas fragdes coletadas nessa regido (fracdes 10 a 13 do gel de eletroforese). Também foi
observado que, nessas mesmas fragdes hd uma banda na regido de 50 KDa, o que poderia ser
consequéncia da formacao de um dimero da proteina por meio da formagdao de ligacao de
dissulfeto, entre dois mondmeros, envolvendo o residuo de cisteina presente na A19T/NCS,
algo que j4 havia sido observado em trabalhos anteriores, como o realizado por Ilari ez al. (2009)
em que foram obtidos cristais de duas estruturas da constru¢do A197fNCS que foram analisadas
por difracdo de raios X, uma na forma (PDB: 2VNE) e a outra holo (PDB: 2VQ5). ((ILARI et
al., 2009b).
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A hipotese da formagao do dimero s6 poderia ser confirmada por meio de experimentos
posteriores, tais como espectrometria de massas. Entretanto, ¢ muito mais provavel que a
proteina de ~50 KDa corresponda a uma impureza pois, a presenca de DTT reduziria a ligacao
de dissulfeto entre os residuos de cisteina desfazendo os dimeros, o que também seria

promovido pelo B-mercaptoetanol usado no preparo das amostras.

E importante notar a partir do cromatograma (Figura 11), que a proteina de interesse, a
A19TNCS, comeca a ser eluida gradualmente e lentamente a partir do volume 150 mL, em que
a concentracgdo de aproximadamente 40% da solu¢do B (PB 50 mM com 500 mM de imidazol
e 2 mM de DTT), e comega a sofrer uma elui¢cdo mais pronunciada a partir do volume 180 mL
(70% B) alcancando o maximo a uma concentra¢ao de aproximadamente 90% de B, indicando
a eficiéncia deste processo na separagao da proteina A197fNCS das demais proteinas. Outra
observagao interessante € que, a aplicagdo do gradiente de concentragdo de imidazol se mostrou
uma estratégia mais interessante do que a mudanca isocratica de concentra¢do, ou seja,
mudanga repentina da concentracdo de imidazol da solu¢do A para a B, tendo em vista que,
uma parcela de impurezas ainda ¢ removida ao longo da mudanga gradual de concentragao
(aproximadamente 15% de B) e, no caso da aplicagdo isocratica, estas impurezas seriam eluidas

ao mesmo tempo que a proteina.

Por fim, conclui-se que a primeira etapa de purificagdo da proteina, cromatografia por
afinidade a Ni**, foi bem-sucedida e permitiu que a enzima desejada, A19TNCS, fosse separada
das impurezas presentes no lisado de forma eficiente como pode ser visto a partir do

cromatograma desta etapa.
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4.1.3 Purificag¢do por cromatografia de exclusao molecular e quantificagdo da A19TfNCS

O cromatograma da purificacdo por exclusdo molecular, juntamente ao gel de

eletroforese obtido a partir das amostras dessa etapa, ¢ mostrado na Figura 10.
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Figura 10 — Cromatograma da purificagdo por exclusdo molecular. Cromatograma: A-Primeiro pico contendo
A19TNCS; B-Segundo pico Gel de Eletroforese: 1 a 3-Frag¢des contendo A19TfNCS (correspondentes ao pico A);
4-Padrao de proteinas; 5 a 6-Fracdes correspondentes as regides entre o pico A e pico B; 7- Fragéo correspondente
ao pico B; 8-Ultima fragdo coletada na cromatografia de exclusdo molecular.

O primeiro pico presente no cromatograma (pico A) corresponde a enzima e uma
proteina de aproximadamente 25 KDa, que nesse caso ¢ a A19T/NCS, o que pode ser
confirmado pelas bandas das fra¢des 1 a 3 no gel de eletroforese, as quais correspondem ao
pico A. Entretanto, ainda ¢ possivel notar uma banda de proteina de 50 KDa nessas fragdoes,
sugerindo que ainda hd impureza na amostra, mas em menor intensidade quando comparado

aos resultados da primeira cromatografia.
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O pico B, corresponde ao imidazol presente nas fragdes coletadas da cromatografia de
afinidade, pois as moléculas maiores, como a AI9TfNCS sdo eluidas mais rapidamente por esse
método, saindo primeiro, enquanto as menores, como o imidazol, sdo eluidas mais lentamente.
A conclusdo de que o pico B corresponde ao imidazol ¢ corroborada pela auséncia de bandas
nas fragdes 5 e 6 do gel de eletroforese, pois, por ndo se tratar de uma proteina, o imidazol nao

poderia ser identificado por eletroforese em gel de poliacrilamida.

Por fim, o processo de quantificagdo foi realizado conforme descrito na parte
experimental, por meio de espectroscopia de UV/Visivel. Foi obtido 15 mL de uma solugdo
estoque de A19T/NCS (184,44 uM - 4,42 mg.L'!) para a nona expressdo, em que foi usado
sonicador, totalizando 66,3 mg da enzima. Também foi obtido 20 mL de uma solugdo estoque
de A19TNCS (40,37 uM - 0,95 mg.L!) para a oitava expressio, em que nio foi usado
sonicador, totalizando 19 mg de AI19T/NCS. Essas duas solugdes estoques foram

majoritariamente usadas no presente trabalho, com destaque para a obtida na oitava expressao.
4.2 Analise da estrutura da A197f/NCS

A estrutura da proteina foi avaliada qualitativamente por meio de espectroscopia de
dicroismo circular em UV distante. O primeiro espectro obtido, com varredura na faixa 190 a

260 nm pode ser visualizado na Figura 11.
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Figura 11 — Espectro de dicroismo circular da AI9TfNCS, Amostra de 70 uM da enzima em tampdo HEPES 50
mM, NaCl 100 mM pH 7,0 em cubeta 0,01 cm de caminho 6ptico. Equipamento: Espectrometro de DC modelo J-

815. Curva em Preto-Primeira varredura a 20 °C; Curva em vermelho-Varredura a 75 °C; Curva em azul-Segunda
varredura a 20 °C.
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A primeira varredura a uma temperatura de 20 °C (curva em preto) apresenta um padro
caracteristico que indica que a proteina AI9T/NCS estd com sua estrutura secundaria
conservada e formada por uma composi¢ao de hélices a e fitas . Este padrao de espectro
também foi observado por Berkner et al. (2008) que trabalhou com a A19TfNCS. Segundo
Berkner et al. (2008), a presenca de um minimo largo na regido de 215 nm, também observado
no espectro da Figura 12, indica a presenga de fitas . No mesmo trabalho, ¢ reportado o uso de
um algoritmo, denominado CDSSTR, capaz de estimar a distribuicdo de padrdes na estrutura
secunddria através da comparacdo com dados de outras proteinas. Na ocasido, verificou-se que

27% da A29NCS era composta por a-hélices e 25% por fitas B (BERKNER et al., 2008).

Ao elevar a temperatura para 75 °C (em vermelho), observa-se, pelo padrao da curva,
uma perda de estrutura secundaria da proteina, indicando um desenovelamento por
desnaturacdo térmica. Por fim, ao retornar a temperatura de 20 °C, curva azul, percebe-se que
a proteina se mantém desenovelada, indicando um processo de desnaturacao irreversivel. Esta
observacgao contrasta com o trabalho de Berkner ef al. (2008), em que a A29NCS sofreu uma
perda de estrutura ao ser aquecida a 95 °C e, ao ser resfriada a 20 °C foi observado uma curva
semelhante a curva da primeira varredura a 20 °C, o que poderia indicar um ganho de estrutura

secundaria no processo de resfriamento (BERKNER et al., 2008).

No trabalho de Berkner et al. (2008), ¢ utilizada uma metodologia que envolve a
clivagem da cauda de histidina da A197fNCS usando a protease trombina, diferentemente do
que foi feito no presente trabalho. Esta clivagem pode ter conferido maior estabilidade a enzima,
0 que poderia ter resultado na reversibilidade do desenovelamento observada pelos autores
(BERKNER et al., 2007; BERKNER et al., 2008). Outra diferenga importante ¢ a presenca de
concentragdes maiores de NaCl, o que também pode contribuir para a maior reversibilidade do

processo de desnaturacdo térmica.

Posteriormente a amostra foi analisada em uma faixa de temperatura entre 25 °C e 75

°C, conforme descrito na parte experimental. A curva resultante ¢ exibida na Figura 12.
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Figura 12 — Resisténcia térmica da A197/NCS. Amostra de 70 uM da enzima em tampao HEPES 50 mM, NaCl
100 mM pH 7,0 em cubeta 0,01 cm de caminho 6ptico. Equipamento: Espectrometro de DC modelo J-815. Foi
construida rampa de temperatura selecionando o comprimento de onda (A) 208 nm.

Através da curva acima, ¢ possivel observar que, em uma faixa de temperatura entre 55
°C e 60 °C a proteina inicia o processo de desnaturacdo. Isso pode ser observado pela reducgao
na distor¢ao da luz plano polarizada no comprimento de onda (A) 208 nm, indicando uma
redugdo de estruturas a-hélice, presentes na A19T/NCS, e consequentemente uma perda da

estrutura secundaria da proteina (GREENFIELD, 2007a; GREENFIELD, 2007b).

Outra observagdo ¢ que o ponto de fusdo estrutural, em que 50% da proteina perde a
estrutura secundaria, ¢ de aproximadamente 62 °C, préximo ao valor encontrado por Berkner

et al. (2008), 66 °C.
4.3 Selecao inicial de matrizes

Antes de realizar o processo de imobilizagdo da enzima A197fNCS, algumas matrizes
foram avaliadas e as que se mostraram inertes em relacao a reacdo entre dopamina e hexanal
foram selecionadas para as etapas posteriores, conforme descrito na parte experimental. As
amostras resultantes deste processo foram avaliadas por espectroscopia de RMN e as amostras

em questdo estdo listadas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Amostras de matrizes.

%

Amostra

R NN N AW N -

Silica gel sem NCS
Dowex 1X8 sem NCS
Dowex 50WX8 sem NCS
Dowex 50WX4 sem NCS
Caolin sem NCS

Diaion HP-2MG sem NCS
TNCS livre

Controle
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4.3.1 Espectros de RMN dos reagentes

Com o intuito de averiguar a integridade quimica dos reagentes utilizados, em especial
da dopamina e do aldeido hexanal, e de assinalar os sinais de RMN dos hidrogénios desses

compostos, os espectros de RMN desses reagentes, foram adquiridos na mesma solucao

utilizada nos ensaios cataliticos. Primeiramente ¢ apresentado o espectro da dopamina Figura

13.
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Figura 13 — Espectro de RMN de 'H da amostra de dopamina. 2.5 mM de dopamina em tampao fosfato 1 M, pH
7,0 com 5 mM de é4cido ascorbico e 10% v/v de D>O. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro
Bruker Avance Neo 600 MHz. Os pardmetros experimentais foram: nimero de scans = 128; nlimero de duming
scans = 4, tempo de recuperacdo = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Quadro A - regido dos hidrogénios
1 e 2 ampliada; Quadro B — regido dos hidrogénios 3, 4 ¢ 5 ampliada. Quadro C — Espectro completo.
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No espectro acima, os sinais de hidrogénios ligados ao anel aromatico (3, 4 e 5) estdo a
esquerda, com maior deslocamento quimico, enquanto os sinais dos hidrogénios 1 e 2
encontram-se a direita, com menor deslocamento quimico. A partir da Figura 14 ¢ possivel
observar que os sinais 3 (6,8516 ppm) e 4 (6,8073 ppm) se tratam de dupletos, o que ocorre

devido ao acoplamento escalar (J) entre estes hidrogénios e o hidrogénio 5 (6,7024 ppm).

O acoplamento escalar entre o hidrogénio 4 ¢ 5 (J*°

=8,12 Hz) ocorre devido a
proximidade entre esses hidrogénios, ou seja, 3 ligagdes quimicas, tratando-se de um
acoplamento do tipo orto. Por outro lado, os hidrogénios 3 e 5 se situam a 4 ligagdes quimicas
de distancia entre si (posicao para no anel aromatico) e por isso, o acoplamento escalar entre
eles é menor (J°~=1,89 Hz). Por fim, o sinal do hidrogénio 5 desdobra-se em um dupleto duplo
devido aos dois acoplamentos com os hidrogénios 3 (J>?) e 4 (J*°). Os padrdes de sinais, os
valores de deslocamentos quimicos e de acoplamento escalar estdo de acordo com a estrutura

quimica da dopamina e com valores encontrados na literatura (BISAGLIA; MAMMI;

BUBACCO, 2007).

Os sinais referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos 1 (3,1707 ppm) e 2 (2,8185
ppm) desdobram-se em tripletos devido ao acoplamento escalar (J'>=7,62 Hz) que ocorre entres
estes hidrogénios, tendo em vista que a cada um destes carbonos estao ligados dois hidrogénios.
Os hidrogénios 1 estdo menos blindados por conta do efeito indutivo exercido pelo grupo NH>
da dopamina, o qual atrai maior densidade eletronica para si, de forma que o deslocamento
quimico destes hidrogénios, ¢ maior do que os hidrogénios 2, conforme mostra a Figura 13.
Nesta figura também ¢ possivel identificar sinais relativos ao acido ascorbico, DMSO e tampao

HEPES, entretanto estes sinais nao sdo pertinentes para o acompanhamento da reagdo quimica.

A Figura 14 mostra o espectro de RMN 'H do hexanal.
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Figura 14 — Espectro de RMN 'H da amostra de hexanal. 2,5 mM de hexanal em DMSO 90% v/v e 10% v/v de
D,0. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os pardmetros
experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 1,2 s e
sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Quadro A - regido dos hidrogénios 2 a 6 ampliada; Quadro B — regido do
hidrogénio 1 ampliada. Quadro C — Espectro completo.
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No espectro acima ¢ possivel observar uma série de sinais relativos ao hexanal. Os sinais
com menor deslocamento quimico referem-se aos hidrogénios presentes aos grupos funcionais
-CHz e -CH3s, enquanto o sinal com alto valor de deslocamento quimico corresponde ao

hidrogénio do grupo formil.

O valor elevado de deslocamento quimico (9,6328 ppm) do hidrogénio carbonilico,
reflete o ambiente quimico em que este hidrogénio se encontra em que, a eletronegatividade do
atomo de carbono do grupo carbonilico, resulta em uma menor densidade eletronica no
hidrogénio 1, tornando-o consideravelmente desblindado. O sinal se desdobra em um tripleto
devido ao acoplamento escalar (J'*=1,59 Hz) entre este hidrogénio e os dois hidrogénios

ligados ao carbono 2.

Percebe-se pelo espectro que, quanto mais proximo os hidrogénios estdo da carbonila,
maior ¢ o deslocamento quimico de seus respectivos sinais. Neste sentido, dos hidrogénios do
carbono 2 aos hidrogénios do carbono 6, observa-se um decrescimento nos valores de
deslocamento quimico, com destaque para os sinais dos hidrogénios 5 e¢ 4 que se sobrepdoem no

espectro por conta da semelhanga entre os ambientes quimicos destes dois hidrogénios.

Quanto aos desdobramentos dos sinais, os hidrogénios 6 se desdobram em um tripleto
por conta do acoplamento J3 com os dois hidrogénios 5. Os sinais dos hidrogénios 5 e 4 por sua
vez, se desdobram em sexteto e quinteto respectivamente, entretanto, por conta da sobreposicao
destes sinais, ndo ¢ possivel identificar isso no espectro. Os hidrogénios 3 se desdobram em
quinteto, por se acoplarem com 4 hidrogénios via J3 e, por fim, o sinal dos hidrogénios 2 se
desdobra em um tripleto duplo, como pode ser visto na Figura 15, devido ao acoplamento com

o0 hidrogénio 1 e com os dois hidrogénios ligados ao carbono 3.
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Figura 15 —Hidrogénios 2 do hexanal. Espectro de RMN de 'H de 2.5 mM de hexanal em DMSO 90% v/v e 10%
v/v de D,O ampliado na regido de deslocamento quimico dos hidrogénios 2 do hexanal. O espectro foi adquirido
a298,1 K em um espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os parametros experimentais foram: nimero de scans
= 128; niimero de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp.
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4.3.2 Espectros de RMN da amostra controle e A19TfNCS livre

A Figura 16 mostra o espectro de RMN 'H da amostra controle ampliado na regido dos
sinais pertinentes para acompanhamento da reacao, ou seja, os hidrogénios 3, 4 ¢ 5 da dopamina

e o hidrogénio 1 do hexanal como j4 foi discutido.
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Figura 16 — Sinais dos reagentes na amostra controle. Espectro de RMN de 'H de 2.5 mM de dopamina e 2,5 mM
de hexanal em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico 10% v/v de D>O. O espectro foi
adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os parametros experimentais foram:
numero de scans = 128; numero de duming scans = 4, tempo de recuperaciao = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker
p3919gp. Quadro de baixo - mostra a regido ampliada dos sinais dos hidrogénios 3, 4 ¢ 5 da dopamina, assim como
o0 hidrogénio 1 do hexanal. Quadro de cima - regido ampliada dos sinais dos hidrogénios 3, 4 ¢ 5 da dopamina.

A amostra controle (amostra 8), por conter apenas os reagentes em tampao HEPES, que
nao catalisa a reagdo, apresenta em seu espectro de RMN apenas os sinais dos dois reagentes
a0 mesmo tempo, uma vez que ndo ocorreu reagdo nesta amostra. Portanto, através do espectro
acima, ¢ possivel identificar os sinais da dopamina e hexanal inalterados em relacdo aos
espectros de cada um dos reagentes isolados, conforme esperado, confirmando que
praticamente ndo ocorre reagdo quando os reagentes estao em tampao HEPES, pelo periodo de

2 horas, sem qualquer catalisador presente no meio.

O espectro de RMN 'H da amostra de A19T/NCS livre apresentou o surgimento de dois
novos sinais, indicando que a reacdo de fato foi catalisada pela enzima. Este espectro e da

tetraidroisoquinolina resultante estao apresentados na Figura 17.
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Figura 17 — Espectro de RMN 'H da amostra contendo A19TfNCS livre. Espectro de RMN de 'H obtido de
amostra de reacdo entre 2,5 mM de dopamina ¢ 2,5 mM de hexanal, na presenca da A19T/NCS, em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico e 10% v/v de D,O. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os parametros experimentais foram: niimero de scans = 128; niumero
de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Quadro de baixo -
mostra a regido ampliada dos sinais dos hidrogénios 3, 4 ¢ 5 da dopamina, assim como o hidrogénio 1 do hexanal
e do produto 1-pentil-1,2,3,4-tetraidroisoquinolina-6,7-diol. Quadro de cima - regido ampliada dos sinais dos
hidrogénios 3, 4 e 5 da dopamina e hidrogénios 5 e 8 do produto 1-pentil-1,2,3 4-tetraidroisoquinolina-6,7-diol.
No espectro acima ¢ possivel identificar os novos sinais relativos a formacao do produto
de reacdo entre dopamina e hexanal, o 1-pentil-1,2,3,4-tetraidroisoquinolina-6,7-diol. Os sinais
4* e 3* fazem referéncia aos hidrogénios do anel aromatico da dopamina como j4 foi discutido,
enquanto os sinais 5 e 8 estdo relacionados aos hidrogénios 5 e 8 no produto. Os novos picos
sdo singletos, sendo que o sinal do hidrogénio 5 do produto se sobrepde ao sinal do hidrogénio

5 da dopamina residual.

No processo de ciclizacgdo que resulta na formacdo da tetraidroisoquinolina
correspondente a reagao entre dopamina e hexanal, o hidrogénio 5 desaparece para formagao
da ligacao quimica, enquanto os sinais dos hidrogénios 5 e 8 do produto, correspondentes aos
hidrogénios 3 e 4 da dopamina, sofrem mudanga pela substitui¢cdo do hidrogénio 5 do reagente
pelo grupo alquila do produto. Por isso, esses trés sinais sdo relevantes para o acompanhamento
da rea¢do quimica. Os sinais dos hidrogénios 1 e 2 da dopamina, ao contrario dos hidrogénios
3, 4 e 5, ndo sdo pertinentes para acompanhamento da reacdo, tendo em vista que estes sinais

ndo sofrem mudancas significativas no espectro do produto.
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A primeira informacdo que pode ser extraida do espectro acima ¢ que a reacdo de fato
ocorreu em pequena quantidade. Os sinais do produto sdo singletos pelo fato de nao haver mais
acoplamento J* entre os hidrogénios 4 e 5 da dopamina, nem J* entre 3 e 5 da dopamina, pois o
hidrogénio 5 ndo estd mais presente no produto (Figura 17). Estes resultados estdo de acordo

com dados da literatura para essa mesma tetraidroisoquinolina (LICHMAN et al., 2015).

A segunda informacao ¢ que a reagao foi incompleta no periodo de 2 h, 37 °C e 5 uM
de dopamina, tendo em vista que ainda ha dopamina e hexanal. Por fim, a partir deste resultado,
definiu-se que o sinal do hidrogénio 8 no produto seria usado para quantificagdo do produto na
etapa de avaliacdo dos biocatalisadores, uma vez que este sinal ndo sofre sobreposi¢do como o

do hidrogénio 5 do produto.
4.3.3 Espectros de RMN das matrizes

Das matrizes avaliadas conforme o protocolo do item 3.5, apenas 3 se mostraram
inapropriadas para as etapas posteriores, portanto, apenas os espectros destas matrizes serdo
apresentados, enquanto os demais podem ser consultados no Anexo 2. A primeira matriz
descartada foi a Silica gel, para a qual ¢ possivel observar o desaparecimento completo do sinal
do hidrogénio do grupo formila do hexanal no espectro (expandido na regido entre 6,8 ppm e
10,8 ppm) quando comparado ao espectro da amostra controle (Figura 18), o que inviabiliza o

uso dessa matriz para imobilizacdo da A19TfNCS.

10 9 8 T: [ppm]

Figura 18 — Espectro de RMN 1H da mostra do meio reacional com silica gel comparada ao controle. Espectro de
RMN de 'H (na regido entre 6,8 ppm e 10,8 ppm) obtido de amostra de reacdo entre 2.5 mM de dopamina e 2,5
mM de hexanal, na presenca da matriz Silica gel sem A19T/NCS, em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM
de 4cido ascorbico 10% v/v de D,0O. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker NanoBay
400 MHz. Os parametros experimentais foram: niumero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de
recuperacdo = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Curva em vermelho - Espectro da amostra controle;
Curva em azul - Espectro da do meio reacional na presenga de silica gel.
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E notavel o desaparecimento total do sinal do hexanal, conforme j4 mencionado.
Ademais, foi identificada uma alteracao significativa da coloracdo da silica ap6s a reagdo Figura
19, o que indica a possibilidade de que a matriz ndo seja inerte no meio, entretanto, seriam

necessarios estudos posteriores para identificar a causa exata desta propriedade.

Figura 19 — Amostras de Silica gel. Silica antes da reagdo quimica (esquerda); Silica gel depois da reagdo quimica
(direita). Reagdo entre dopamina (2,5 mM), hexanal (2,5 mM) em tampao HEPES (50 mM pH 7,0) e acido
ascorbico (5 mM).

As outras duas matrizes descartadas foram a Dowex S0WX8 e Dowex 5S0WX4 que
apresentaram resultados muito parecidos. Na Figura 20 ¢ possivel identificar o espectro da
amostra Dowex 50WXS8 (amostra 3) comparada a amostra controle. O espectro da amostra

Dowex 50WX4 nao sera exibido por ser muito semelhante ao da amostra Dowex SO0WXS.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | T T T T T T T T T T
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Figura 20 — Espectro de RMN 'H da amostra do meio reacional Dowex 50WX8 adicionada comparada ao
controle. Espectro de RMN de 'H (na regido entre 6,6 ppm ¢ 9,8 ppm) obtido de amostra de reago entre 2.5 mM
de dopamina e 2,5 mM de hexanal, na presenga da matriz Dowex S0WX8 sem A19TINCS, em tampao HEPES 50
mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico 10% v/v de D20. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; niamero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Curva em vermelho-
Espectro da amostra controle; Curva em azul-Espectro da amostra de Dowex S0WX8.
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A partir deste espectro ¢ possivel observar o desaparecimento completo de todos os
sinais referentes a dopamina indicando a possibilidade de adsor¢ao deste reagente por parte das
resinas catidnicas de poliestireno e polidivinilbenzeno (Quadro 2). A possibilidade de adsor¢ao
da dopamina por parte destas resinas pode ser corroborada por um trabalho em que a resina
Dowex 50WX4, que ¢ muito semelhante a Dowex S0WXS, foi usada para adsorver dopamina

em um processo de cromatografia (BETHEA; ROENNEKLEIV; KOZAK, 1987).

Por fim, esta etapa permitiu selecionar as matrizes mais apropriadas para as proximas
etapas. As trés matrizes descartadas foram silica gel, Dowex S0WX8 e Dowex 50WX4 por
interferirem significativamente no meio reacional, uma caracteristica inapropriada para
matrizes aplicadas a producgdo de biocatalisadores eficientes a partir de técnicas de imobilizagao
de enzimas. Ademais, os resultados e discussdo relativos aos sinais de reagentes e produtos
serdo uteis para discussdo da etapa de avaliacdo dos biocatalisadores, entretanto, vale ressaltar
que nenhuma das amostras sem A197fNCS catalisou a reagdo de Pictet-Spengler, indicando que
nas condic¢des de reagdao usadas no presente trabalho, nenhuma matriz catalisa essa reagao na

auséncia da enzima.
4.4 Avaliacao do rendimento de imobiliza¢ao das matrizes

As matrizes selecionadas na fase anterior foram avaliadas quanto ao rendimento de
imobilizacdo da enzima A19TfNCS, conforme mencionado na parte experimental. O resultado

pode ser visualizado no grafico a seguir (Figura 21).
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Figura 21 — Rendimento de imobilizacdo da enzima AI9T/NCS nas amostras de matrizes. Protocolo de

imobilizacdo: 248 uL de solugdo estoque A19TNCS (0,95 mg.mL™") adicionada as matrizes por 1 h, a temperatura
de 25°C e sob agitacdo.
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De todas as matrizes, a Diaion HP-2MG foi a que apresentou maior rendimento de
imobilizacdo, seguida da Celite 545, Ni-NTA, Caolin e, por ultimo a Dowex 1 (Dowex 1X8).
O Diaion HP-2MG ¢ um adsorvente, constituido de polimetacrilato que, por possuir grupos
ésteres. Por possuir um tamanho médio de poros de 170 A, o Diaion HP-2MG permite a difusio
de moléculas maiores, como a enzima AI9TfNCS, para o interior de seus poros, uma
caracteristica favoravel para o processo de adsor¢do e, consequentemente, imobilizagdo de
proteinas, como de fato pode ser observado pelo elevado valor de rendimento de imobilizacao

da AI9TNCS (99%).

Esta matriz j& foi empregada na adsor¢do de enzimas e até mesmo de células inteiras.
Um exemplo interessante pode ser observado no trabalho envolvendo a imobilizagdo de células
de E. coli contendo a enzima (S)-NCS realizado por Lechner ef al. (2018) (LECHNER et al.,
2018b). Nesse estudo, a matriz Diaion HP-2MG foi adicionada ao meio de crescimento de E.
coli BL21 (DE3) durante a indu¢do com IPTG, visando a formacdo de um biofilme, na
superficie da matriz, constituido pelas células com (S)-NCS em seu interior. Neste trabalho nao
foram informados valores de rendimento de imobilizac¢do, entretanto, a discussao relativa a
performance desse biocatalisador em relagdo a reacdo catalisada pela (S)-NCS sera retomada

na proxima se¢ao.
4.5 Avaliacio dos biocatalisadores
4.5.1 Primeira reagdo (37 °C)

A partir dos dados de RMN, foi possivel avaliar o desempenho de cada um dos
biocatalisadores nas condigdes mencionadas na parte experimental. Tendo em vista o grande
numero de espectros obtidos, estes serdo apresentados no Anexo 2, entretanto, os parametros
calculados a partir destes espectros serdo apresentados. A comecar pela concentracdo de
dopamina em cada amostra (Tabela 10), calculada a partir do sinal do hidrogénio 3 nos
respectivos espectros, e a concentragdo do produto em cada amostra da primeira reagdo a 37 °C

(Tabela 11).
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Tabela 10 — Concentragdo da dopamina das amostras da primeira reacdo (37 °C)

Amostra Intensidade Concentracao de

relativa de H3 da dopamina dopamina (mM)
Ni-NTA sem NCS 4,2348 0,59
Celite 545 sem NCS 10,1378 1,41
Dowex 1 com NCS 8,2303 1,14
Caolin com NCS 3,8476 0,54
Diaion HP-2MG com NCS 8,3517 1,16
NCS livre 5,0814 0,71
Controle 13,6917 1,90
Ni-NTA com NCS 5,5274 0,77
Celite 545 com NCS 5,6224 0,78
Dopamina 18,7319 2,6

Tabela 11 — Concentragdo do produto das amostras da primeira reacdo (37 °C)

Amostra Intensidade Concentracao

relativa de H 8 do produto produto (mM)
Ni-NTA sem NCS 1,8282 0,25
Celite 545 sem NCS 10,1780 1,42
Dowex 1 com NCS 4,4005 0,61
Caolin com NCS 6,2651 0,87
Diaion HP-2MG com NCS 2,1745 0,30
NCS livre 13,6358 1,90
Controle 4,4079 0,61
Ni-NTA com NCS 9,1028 1,27
Celite 545 com NCS 10,0172 1,39

Ao comparar os dados de concentragdo nas tabelas, ¢ possivel observar que a soma das
concentracoes de produto e reagente diferem de amostra para amostra. Portanto, foi construida
uma tabela contendo a soma das concentragdes de dopamina e produto em cada amostra visando

estimar a quantidade de dopamina inicial disponivel em cada amostra. Caso ndo haja adsor¢ao
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de dopamina ou produto por parte das matrizes ¢ esperado que a soma em todos os casos seja

igual pois a concentragao.

de dopamina inicial em cada amostra, antes da reacao, ¢ igual (2,5 mM). Entretanto,
alguns fatores como adsor¢ao ou ocorréncia de reacdes paralelas podem influenciar nos valores
observados, no sentido de diminuir a concentragdo de dopamina e produto no meio. Além disso,
erros associados a pipetagem ao longo do experimento, especialmente a pipetagem do padrao
DSS, que envolveu um volume muito pequeno (1,5 puL), podem exercer influéncia sobre os

valores observados.

Tabela 12 — Soma das concentragdes de dopamina e produto nas amostras da primeira reacao

(37 °C)
Amostra Soma das concentracoes de dopamina e produto (mM)
Ni-NTA sem NCS 0,84
Celite 545 sem NCS 2,82
Dowex 1 com NCS 1,76
Caolin com NCS 1,41
Diaion HP-2MG com NCS 1,46
NCS livre 2,60
Controle 2,52
Ni-NTA com NCS 2,03
Celite 545 com NCS 2,17
Dopamina 2,60

A partir da tabela acima € possivel observar que em algumas amostras, como a Ni-NTA
sem A19T/NCS, por exemplo, a quantidade da soma da dopamina com o produto formado ¢
bem inferior ao valor observado na amostra controle da dopamina (2,6 mM), o que poderia
indicar adsor¢dao do substrato, do produto, ou de ambos compostos. A possibilidade destes
valores terem sido influenciados por conta de reacdes laterais é pequena, tendo em vista que
ndo foi constatada formacao consideravel de produtos paralelos a partir da anélise dos espectros

de RMN 'H de cada amostra (Anexo 2).

Outra observagdo relevante a respeito da Tabela 11, ¢ a formagdo de produto na amostra

controle, inferior ao observado para amostra de A197fNCS nao imobilizada. Nao se esperava a
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formacao de produto na amostra controle tendo em vista a auséncia de enzima ou qualquer
outro componente que poderia catalisar a reagdo, tendo em vista a utilizacdo de tampao HEPES
nessa amostra (LICHMAN et al., 2015), além de que nao se observou a formagdo de produto
em uma primeira amostra controle, cujo espectro de RMN 'H pode ser observado na Figura 16,
o que confirma que, nas condigdes de reacdo utilizadas, a reacdo ndo ocorre na auséncia de
A19T/NCS. E possivel que isso tenha ocorrido devido ao longo tempo de estocagem das
amostras desde que foram obtidas até a andlise por RMN (aproximadamente 1 més), além do
mal funcionamento do freezer em que foram estocadas, pois observou-se que estavam
descongelas no dia da andlise, problemas causados pela pandemia de Covid-19. A partir dessa
observagao, pode-se esperar que em todas as amostras tenha ocorrido formacao de produto de
forma nao enzimatica, durante a estocagem. Entretanto, ¢ dificil determinar a propor¢ao em que
1SS0 ocorreu para as amostras das matrizes por conta da adsor¢ao de produto e reagentes, além
de nao terem sido encontrados na literatura, dados cinéticos relativos a reagdo, nao catalisada,
entre a dopamina e hexanal em tampao HEPES, que poderiam viabilizar uma melhor

compreensao dos resultados obtidos no presente trabalho.

Das amostras de matrizes sem A197fNCS, apenas a Ni-NTA adsorveu dopamina e
possivelmente, parte do produto que tenha sido formado, enquanto a amostra de Celite 545 nao
adsorveu como pode ser observado pela Tabela 12, que ¢ uma caracteristica desejavel para
suportes solidos aplicados a imobilizagio de enzimas. E possivel que a dopamina tenha se
complexado ao Ni2" por conta dos oxigénios do anel catecol, uma hipétese corroborada por
dados da literatura (PORTER; ARREGUIN; CORTLANDT, 2010). Porter et.al. (2010) relatou
a complexacdo do catecol ao fon Fe*" presente na superficie de uma matriz semelhante a Ni-
NTA, sugerindo que esse fendmeno de fato poderia ocorrer com o Ni** em relagiio a dopamina

e ao proprio produto que conserva o anel catecol em sua estrutura.

Por outro lado, ¢ importante considerar a redugao na adsor¢ao indesejada de produto e
reagentes por parte da amostra Ni-NTA com A19T/NCS, para a qual a concentragdao de
dopamina inicial disponivel ¢ bem superior & da amostra desta mesma matriz sem A197fNCS.
Esse fendmeno pode ser explicado pelo fato de a imobilizagdo da A19TfNCS ter reduzido o
niimero de sitos contendo Ni** livre na matriz, por conta da complexac¢io com a HisTag da
enzima, consequentemente reduzindo a quantidade de dopamina e produto que poderia se
complexar ao Ni*" presente nesses sitios ativos. Entretanto, a possibilidade de adsor¢do nio ¢

completamente anulada, uma vez que, por conta de diversos fatores, nem todos os sitios ativos
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sdo necessariamente ocupados pela enzima, sendo um deles a prépria possibilidade de

lixiviagdo de AI9T/NCS durante as lavagens e reacao.

As matrizes Dowex 1X8, Diaion HP-2MG e Caolin com AI9T/NCS também
apresentaram concentragdes de dopamina inicial inferior ao esperado, inclusive menor do que
a Ni-NTA com AI97/NCS indicando que tais matrizes também podem ter adsorvido dopamina
e a tetraidroisoquinolina resultante da reagdao. Essa caracteristica ¢ desfavoravel a aplicagao
destas matrizes na reagao de Pictet-Spengler envolvendo dopamina e qualquer aldeido ou

cetona.

Ademais, ¢ importante considerar que, apesar de na Tabela 12 alguns valores de
concentracdo serem superiores a 2,5 mM, que € a concentracao de dopamina planejada para os
experimentos, tais valores podem ser considerados aceitaveis por conta da faixa de erro relativa
ao experimento. Além disso, a partir destes experimentos e seus respectivos resultados,
percebeu-se a necessidade de aprimoramento na metodologia empregada, visando minimizar

erros principalmente durante a preparacao das solugdes reacionais.

Além da concentracdo de produto fornecido por cada biocatalisador, que indica a
eficiéncia destes em fornecer o composto de interesse, um parametro importante na avaliagdao
do desempenho dos biocatalisadores ¢ o rendimento de reagdo a partir da concentracdo inicial
de dopamina disponivel (Tabela 12), considerando a quantidade de reagentes livres no meio,
ou seja, que ndo tenham sido adsorvidos. Nesse caso, esse pardmetro atesta a eficiéncia do
biocatalisador desconsiderando o fenomeno de adsor¢do. A tabela 13 fornece os valores de

rendimento obtidos para cada amostra, calculados a partir da Eq. 5.

Tabela 13 — Rendimento da reagdo (37 °C)

Amostra Rendimento de reacao
Dowex 1 com NCS 35%
Caolin com NCS 62%
Diaion HP-2MG com NCS 21%
NCS livre 73%
Controle 24%
Ni-NTA com NCS 62%
Celite 545 com NCS 64%

75



Conforme esperado, a amostra que forneceu maior rendimento foi a da A19TfNCS livre
por dois motivos. Primeiramente, ¢ comum que a atividade enzimdtica caia com a imobilizagdo
da enzima, entretanto isso precisa ser compensado por um aumento de estabilidade, facilidade
de reuso, entre outros beneficios, para que a estratégia de imobilizagao se torne interessante em
contraste ao uso da enzima livre (GUISAN et al., 2020). Em segundo lugar, o rendimento de
imobiliza¢do nao foi de 100% e nem préximo a isso para a maioria das matrizes (Figura 23),
com excecdo da Diaion HP-2MG, cujo rendimento de imobilizagdo foi de 99%,
consequentemente, a quantidade de enzima presente no meio reacional destas amostras €

inferior ao da A19T/NCS livre.

Ao comparar o rendimento de reacdo das amostras de matrizes com A197fNCS com os
valores de rendimento de imobilizacdo destas mesmas matrizes (Tabela 14), ¢ possivel
estabelecer, para a maioria dos casos, uma relagdo direta entre rendimento de imobilizacao e
rendimento de reagdo, no sentido de que quanto maior € o rendimento de imobiliza¢do maior &
o rendimento da reacdo, o que sugere que nestes casos, a eficiéncia do biocatalizador (enzima
imobilizada) estd majoritariamente ligada a sua capacidade de imobilizar a enzima A19T/NCS.
Entretanto, uma exce¢do ¢ a amostra Diaion HP2-MG que, apesar de ser a matriz com a maior

capacidade de imobilizagdo da enzima, foi a que apresentou o rendimento de reagao mais baixo.

E possivel que isso esteja relacionado a inativagdo da enzima que se liga a essa matriz,
seja por desenovelamento da proteina por conta do carater hidrofobico do material de que essa
matriz ¢ constituida, ou por conta da possibilidade da proteina se ligar a matriz com sua
cavidade hidrofébica (sitio ativo) voltada para a matriz (GUISAN et al., 2020), diminuido a
acessibilidade ao sitio ativo por parte dos reagentes. Por fim, existe a possibilidade de alta

lixiviagdo desta proteina ao longo das lavagens e reacao.

Tabela 14 — Comparagado dos valores de rendimento de imobilizagdo e rendimento de reagao

Amostra Rendimento de reacao Rendimento de imobilizacao
Dowex 1 com NCS 35% 53%
Caolin com NCS 62% 64%
Diaion HP-2MG com NCS 21% 99%
Ni-NTA com NCS 62% 65%
Celite 545 com NCS 64% 86%
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Vale destacar o trabalho de Lechner et al. (2018), em que a matriz Diaion HP-2MG foi
usada, conforme ja mencionado. Na ocasido, apesar de nao ter sido determinado o rendimento
de imobilizacdo para qualquer matriz, os autores informam uma conversao de 20% e 30% de
excesso enantiomérico para 30 min de reagdo entre dopamina e fenilacetaldeido em HEPES (50
mM pH 7,0), e 28% de conversdo e 98% de excesso enantiomérico para 30 min da mesma
reacdo em HEPES (50 mM pH 7,0) com 10% de metanol. Entretanto, estes dados ndo podem

ser comparados aos do presente trabalho por envolverem imobilizacao de células inteiras.

Por outro lado, a matriz Ni-NTA (His-Select® Nickel-Affinity gel), comumente usada
em purificacdo de proteinas por afinidade de HisTag a Ni**, ndo havia sido encontrada na
literatura quanto a aplicagdo em imobilizagdo da A19T/NCS para fins de biocatalise. Entretanto,
matrizes semelhantes, as quais, variantes da enzima (S)-NCS se liga através da HisTag por
afinidade, foram usadas por Lechner e al. (2018) para imobilizagdo de (S)-NCS na forma livre.

Estas matrizes e suas respectivas propriedades sao listadas no Quadro 3.

Quadro 3 — Matrizes de afinidade a HisTag usadas por Lechner et al. (2018).

Matriz Caracteristicas

ABT High Density Nickel | Constituida de alginato, na forma de beads cobertos com Ni**

EziG1 Beads de vidro, com superficie hidrofilica, coberta com Fe**

EziG2 Beads de vidro, com superficie hidrofobica, coberta com Fe**

EziG3 Beads de vidro, com superficie semi-hidrofilica, coberta com
FeZ+

Fonte - (LECHNER et al., 2018b) modificado.

Das matrizes presentes no Quadro 3, a EziG3, de superficie semi-hidrofilica apresentou
resultados melhores em termos de conversdo (46%) e estereosseletividade (88% e.e), para as
mesmas condigdes de reagdo da Diaion HP-2MG, seguida da EziG2, EziG1 e por ultimo a ABT,
sugerindo que a hidrofilicidade da superficie influencia no desempenho do biocatalizador

resultante da imobilizagao da (S)-NCS.

Quanto as demais matrizes, ndo foram encontrados trabalhos na literatura envolvendo a
imobilizacao da enzima A19TfNCS a elas. Igualmente, os experimentos relatados na literatura
(LECHNER et al., 2018b) envolvendo a imobilizagdo da PPNCS a Diaion HP-2MG, assim
como a matrizes de afinidade (Quadro 3) diferem dos experimentos realizados no presente

trabalho, tanto pelo uso de matrizes diferentes, como a Caolin e a Celite 545 por exemplo,

77



quanto ao uso de uma variante (A197fNCS), diferente das usadas por Lechner et al. (2018), o

que torna inéditas as observagdes aqui realizadas.
4.5.2 Reuso dos biocatalisadores (reag¢do a 37 °C)

A reusabilidade de um biocatalisador oriundo de técnicas de imobilizagcao de enzimas ¢
uma caracteristica extremamente importante. Por isso, a reusabilidade foi avaliada no presente
trabalho por meio da comparacdo dos valores de rendimento de reagdo para cada amostra ao

longo dos trés usos de cada uma delas (Tabela 15).

Tabela 15 — Rendimento de reagao dos trés usos

Amostra Rendimento de Rendimento de Rendimento de
reacio 1° uso reaciao 2° uso reacao 3° uso
Ni-NTA sem NCS 30% 31% 25%
Celite 545 sem NCS 50% 35% 26%
Dowex 1 com NCS 35% 20% 18%
Caolin com NCS 62% 51% 46%
Diaion HP-2MG com NCS 21% 5% 19%
Controle 24% 26% 17%
Ni-NTA com NCS 62% 52% 54%
Celite 545 com NCS 64% 49% 49%

* A amostra controle foi produzida a cada reagdo para fins de comparagdo, ao contrario das demais que foram
reutilizadas

Inicialmente, ¢ importante observar que o rendimento de rea¢do, quanto a formacao da
tetraidroisoquinolina, na amostra controle reduziu no terceiro uso em comparagdo aos
anteriores. Tal amostra ndo foi reutilizada como as matrizes, mas foi preparada uma nova
amostra controle a cada reagdo, para fins de comparacao. A redugdo no rendimento de reagdo
das amostras controle esta relacionado ao tempo de estocagem das amostras desde o fim das
reagdes até as andlises por RMN, de forma que as amostras da reag¢do 1 ficaram estocadas por
mais tempo, seguidas das amostras da reacdo 2 e por fim da reacdo 3, o que leva a uma redugao
no rendimento de reacdo nao enzimatica ao longo do periodo de estocagem, confirmando a

hipotese dos problemas relacionados a estocagem mencionados no item 4.5.1.

Igualmente, houve uma queda no rendimento de reagao das matrizes Ni-NTA e Celite
545 sem A19T/NCS, as quais, teoricamente nao catalisam a reacdo. Portanto, esta queda

também esta relacionada ao tempo de estocagem.

78



Observou-se para estas mesmas matrizes, mas contendo a enzima imobilizada, uma
diminui¢do nos rendimentos da reacdo. Entretanto, a discussdo sobre o quanto desta diminui¢ao
¢ devido a efeito de estocagem e o quanto se deve a propria diminuigdo da eficiéncia dos
biocatalisadores ¢ complexa, sendo necessario a repeticao dos experimentos para quantificagao
destes efeitos. Porém, ¢ interessante notar que para essas duas amostras, o rendimento no
segundo e terceiro uso foi bem parecido, o que leva a concluir que a diminui¢do de eficiéncia
entre o segundo e terceiro uso ¢ praticamente nula, enquanto a diminui¢ao do primeiro uso para

o segundo ¢ mais pronunciada.

A amostra de Caolin com A19T/NCS apresentou um rendimento de reagdo semelhante
as amostras de Ni-NTA e Celite 545 nos trés usos, enquanto a amostra de Dowex 1X8
apresentou rendimentos pronunciadamente inferiores a estas trés, além de apresentar
diminuicao significativa ndo somente do primeiro ao segundo uso como do segundo ao terceiro
como pode ser constatado na Tabela 15, indicando que esta ndo ¢ uma boa matriz para
imobilizacao da A19T/NCS, tanto pelo baixo rendimento de imobilizagdo, quanto pela baixa

eficiéncia na reacao e baixa reusabilidade.

A amostra de Diaion HP-2MG apresentou a pior performance em comparacdo as
demais. O rendimento na primeira reagao foi o mais baixo, permanecendo baixo nos demais
usos. O resultado da segunda reacdo comparado a terceira ndo € muito coerente, pois ¢ pouco
provavel que o rendimento seja reduzido para 5% e depois se eleve a 21% no terceiro uso, sendo
mais provavelmente causado por erro de medida. O resultado obtido para esta amostra ¢ de
elevada importancia no presente trabalho pois confirma a necessidade de se avaliar diversos
parametros ao se trabalhar com imobilizacdo de enzimas, pois, apesar de imobilizar bem a

AT9TINCS o desempenho como biocatalisador foi pronunciadamente inferior aos demais

Quanto a reusabilidade, as melhores matrizes foram Ni-NTA, Celite 545 ¢ Caolin, que
apresentaram rendimentos de reagao relativamente elevados e baixa queda nos ensaios de reuso.
Ademais, as matrizes Celite 545 e Caolin possuem vantagens quanto ao baixo custo, comparado
a Ni-NTA. A matriz Celite 545 ainda se destaca pelo fato de ndo adsorver reagentes e produto
em proporgdes observaveis, fazendo desta, uma boa candidata a suporte para imobilizagao da
A19T/NCS. Entretanto, sao necessarios estudos em que seja avaliada a conservagao da
estereosseletividade da enzima apds a imobilizacdo em cada uma destas amostras, o que poderia
ser feito por meio de técnicas de cromatografia com coluna quiral, além de andlises por

polarimetria do produto purificado.
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4.5.3 Reacdo a 47 °C

Os resultados da reagdo a 47 °C, em termos de rendimento de reacdo, comparados aos

rendimentos da primeira reagao a 37 °C, para fins de comparac¢ao, sao exibidos na Tabela 16.

Tabela 16 — Rendimento da reagdo a 37 °C ¢ 47 °C

Amostra Rendimento a 37 °C Rendimento a 47°C
Dowex 1 com NCS 35% 33%
Caolin com NCS 62% 54%
Diaion HP-2MG com NCS 21% 6%
NCS livre 73% 81%
Controle 24% 6%
Ni-NTA com NCS 62% 58%
Celite 545 com NCS 64% 65%

A partir da Tabela 16 observa-se que os valores de rendimento da reagdo a 47 °C
permanecem proximos aos valores das amostras obtidas da reacdo a 37 °C, com excec¢do da
amostra de A19T/NCS livre, em que se observa um aumento consideravel no rendimento de
reacdo, e as amostras Caolin, controle e Diaion HP-2MG, em que se observa uma diminui¢ao
nesses valores. Entretanto, vale ressaltar que as amostras da reacdo a 47 °C permaneceram
menos tempo estocadas antes da anédlise de RMN em comparagdo as demais, o que pode ser
confirmado pelo valor de rendimento de reacdo do controle a 47 °C, portanto, ¢ esperado que

essas sejam as amostras com menor influéncia sem a presenga da A197fNCS.

A amostra obtida a partir da reacao na presenca de A19T/NCS livre (47 °C) apresentou
um rendimento consideravelmente superior a mesma amostra da primeira reacdao. De fato, o
aumento da temperatura do meio reacional, conservando as demais condi¢des reacionais,
resulta em um aumento da velocidade de rea¢do desde que a proteina se mantenha estavel.
Através do resultado de espectroscopia de dicroismo circular, foi observado que a proteina
mantém sua estrutura a temperatura de 47 °C e, por isso, o resultado de rendimento de reagao

esta de acordo com o esperado.

A matriz Diaion HP-2MG apresentou, mais uma vez, um baixo desempenho em termos

de rendimento de reacdo, um padrao observado em todos os experimentos, indicando que de
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fato essa matriz ¢ inapropriada para imobilizagdo da AI9T/NCS. O rendimento de reagdo
envolvendo a matriz Caolin com A19T/NCS foi inferior ao aumentar-se a temperatura do meio
reacional, apesar de ndo tanto quanto a Diaion HP-2MG, indicando a possibilidade desta matriz

nao conferir um aumento de estabilidade térmica a enzima A19TfNCS.

Quanto as demais amostras, tendo em vista que a queda no rendimento de reagdo das
amostras de matrizes com A197fNCS na reacao a 47 °C nao € tao expressivo quanto a queda
da amostra controle, além de considerar a faixa de erro dos resultados, é razoavel considerar a
possibilidade de que o desempenho a 47 °C seja parecido, ou até superior as amostras da reagao

a37°C.
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5 CONCLUSOES

A expressao e purificacdo da enzima A19TfNCS foi bem-sucedida, sendo observado que

0 uso da lise por ultrassom gera um aumento no rendimento deste processo.

Os experimentos de espectroscopia de dicroismo circular levaram a concluir que a
estrutura secundaria da proteina obtida por expressao heterdloga estava conservada. Além
disso, identificou-se que, a proteina, ao ser aquecida a uma temperatura de 75 °C sofre
desnaturagao irreversivel, além de sugerir que a faixa de temperatura em que este processo se

inicia é de 55 °C a 60 °C.

As matrizes Silica gel, Dowex 50WX4 e Dowex 50WX8 se mostraram inapropriadas
para o processo de imobilizagdo da AI9T/NCS por adsorverem os reagentes em elevada

quantidade.

De todas as matrizes, a Diaion HP-2MG apresentou o maior valor de rendimento de
imobilizacdo (99%), seguido da Celite 545 (86%), Ni-NTA (65%), Caolin (64%) e Dowex 1X8
(53%).

Os experimentos de reuso dos biocatalisadores indicaram, surpreendentemente, que a
matriz Diaion HP-2MG ¢ a menos apropriada para imobilizacdo da A19T/NCS, apesar do
elevado rendimento de imobilizacdo desta amostra, o que poderia ser causado por uma
inativagao da enzima ao se imobilizar, ou uma imobilizagdo com orientagdo desfavoravel
(dificultando o acesso ao sitio ativo) e até mesmo pela possibilidade de alta lixiviagdo da enzima

ao longo das lavagens e reagao.

Quanto a reusabilidade, as melhores matrizes foram Ni-NTA, Celite 545 e Caolin, que
apresentaram rendimentos de reacdo relativamente elevados e baixa queda nos ensaios de reuso.
Além disso, as matrizes Celite 545 e Caolin possuem vantagens quanto ao baixo custo,
comparado a Ni-NTA, sendo que a matriz Celite 545 ainda se destaca pelo fato de nao adsorver

reagentes e produto em proporgdes observaveis.

Os dados da reacao a 47 °C indicam uma diminui¢cdo no rendimento da amostra de
Caolin com NCS, indicando a possibilidade de redugdo da estabilidade térmica ao usar este
suporte, enquanto as demais amostras apresentaram resultados parecidos com a reacao a 37 °C,
com destaque para a matriz Celite 545 que se apresentou como uma matriz promissora em todos

0s experimentos.
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O produto da reacao de Pictet-Spengler entre a dopamina e hexanal, 1-pentil-1,2,3,4-
tetraidroisoquinolina-6,7-diol, foi obtido em quantidades diferentes para algumas amostras
obtidas pelo presente trabalho, com destaque para as amostras obtidas pelas reagdes catalisadas
pela A19T/NCS (ex. 1,90 mM de produto para a primeira reagdao a 37°C). Entretanto, esse
produto ndo foi purificado, e sua estereoquimica ndo foi determinada, apesar de que se espera,
com base na literatura, que a tetraidroisoquinolina de configuragao S no centro quiral, esteja em
excesso enantiomérico nas amostras obtidas a partir da reagdo catalisada pela A19TNCS
(LICHMAN et al., 2015), o que poderia ser confirmado por técnicas de HPLC com coluna

quiral e polarimetria.

Através do presente trabalho, foi possivel constatar a necessidade de realizar
experimentos envolvendo temperaturas superiores € maiores concentragdes de co-solvente
organico, a fim de verificar o desempenho dos suportes no aumento da estabilidade térmica e a
presenga de solventes organicos a partir do protocolo de imobilizagdo. Também se mostrou
necessario o uso de outros métodos analiticos a fim de avaliar outros parametros relativos ao
desempenho dos biocatalisadores, em especial técnicas de cromatografia com coluna quiral que

permitiriam avaliar a estereosseletividade proporcionada por cada amostra.
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ANEXOS

Anexo 1

NCS Plasmid Planning

Pet28a NCS WT

Highlighted: INPUT

Total: Sequencing

For primer design in the website using QuikChange® Lightening

https://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp?_requestid=326405

Input:

nnnnnnnnnnnnntnnnnctannnnnnttttgtttaactttaagaaggagatataccatgggcagecagecatcatcatcatcatcaca
geagecggectggtgecgegeggeagecatatgecagaagcetgatectgaceggtegteegttectgeaccaccagggceatcattaa
ccaagtgagcaccgttaccaaagtgatccaccacgagetggaagttgcggcgagegeggacgatatttggacegtgtacagetggec
gggtetggecgaageacctgecggacctgetgecgggegegttcgagaaactggaaatcattggtgacggtggcgttggcaccatect
ggatatgaccttcgtgeccgggtgaatttccgecacgagtacaaggaaaaatttatcctggttgacaacgaacaccgtctgaagaaagtge

aaatgattgagggtegctatctggacctgggtgttacctactatatggataccatccacgtggtticcgaccggeaaggatagetgegttat
taaaagcagcaccgagtatcacgtgaagccggaatttgttaaaatcgtggaaccgcetgattaccaccggtecgetggecggegatggeg
gacgcgatcagcaagetggttctggagcacaagagcaaaageaacagegatgagatigaageggegatcattaccgtgtaagg
atccgaattcgagcetcegtcgacaagettgecggecgeactcgageaccaccaccaccaccactgagatccggetgctaacaaageec
gaaaggaagctgagttggctgctgccaccgetgagceaataactageataaccecttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttitg

ctgaaaggaggaactatatccggattggcgaatgggacgegceectgtageggegeattaagegengegggnngnggnnnnnacg
cgcagcgtgacngctacacttgeccagecgecnancgneenctetttecgetttentnennctttntcgenentegnngntttccegtcage
tntaatcggggenncctttanggnnnattanngcttnngnncctcgaccecnnaaanntngataggnnnnnnnnngnnnnngnn

nnnnnnnnnnnacgnnntnnnnnnnacnnnnnncnnnnnnnnnnngnnnnnnnnnnnnnnnnnennnna

Translate:

MGSSHHHHHHSSG HMQKLILTGRPFLHHQGIINQVSTVTKVIHHELEVAA
SADDIWTVYSWPGLAKHLPDLLPGAFEKLEIIGDGGVGTILDMTFVPGEFPHEYKEKF
ILVDNEHRLKKVOQMIEGGYLDLGVTYYMDTIHVVPTGKDSCVIKSSTEYHVKPEFVK
IVEPLITTGPLAAMADAISKLVLEHKSKSNSDEIEAAIITV

Depletion red site A29TfNCS

Thrombin cleavage site:
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Anexo 2
Espectros de RMN
Amostras dos reagentes:

Dopamina
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Espectro da amostra de dopamina. Espectro de RMN de 'H de 2.5 mM de dopamina em tampao fosfato 1 M, pH
7,0 com 5 mM de acido ascérbico e 10% v/v de D,O. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrémetro
Bruker Avance Neo 600 MHz. Os pardmetros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming
scans = 4, tempo de recuperacdo = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Quadro A - regido dos hidrogénios
1 e 2 ampliada; Quadro B — regido dos hidrogénios 3, 4 e 5 ampliada. Quadro C — Espectro completo.
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Hexanal
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Espectro de RMN de 'H de 2.5 mM de hexanal em DMSO 90% v/v e 10% v/v de D>0. O espectro foi adquirido a
298,1 K em um espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os parametros experimentais foram: numero de scans
= 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Quadro
A - regido dos hidrogénios 2 a 6 ampliada; Quadro B — regido do hidrogénio 1 ampliada. Quadro C — Espectro
completo.
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Amostras da selecio inicial das matrizes

Controle

4

saiso W
(2]
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Espectro de RMN de 'H de 2.5 mM de dopamina e 2,5 mM de hexanal em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5
mM de 4cido ascorbico e 10% v/v de D,O. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker
NanoBay 400 MHz. Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4,
tempo de recuperagdo = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Quadro de baixo - mostra a regido ampliada
dos sinais dos hidrogénios 3, 4 ¢ 5 da dopamina, assim como o hidrogénio 1 do hexanal. Quadro de cima - regido
ampliada dos sinais dos hidrogénios 3, 4 e 5 da dopamina. (Reagdo a 37°C por 2 horas)
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A19TENCS livre

4* 3%
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Espectro de RMN 'H da amostra contendo A19TNCS livre. Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo
entre 2,5 mM de dopamina e 2,5 mM de hexanal, na presenca da A197NCS, em tampdo HEPES 50 mM, pH 7,0
com 5 mM de 4cido ascorbico e 10% v/v de D,O. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker
NanoBay 400 MHz. Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4,
tempo de recuperagdo = 1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Quadro de baixo - mostra a regido ampliada
dos sinais dos hidrogénios 3, 4 ¢ 5 da dopamina, assim como o hidrogénio 1 do hexanal e do produto 1-pentil-
1,2,3,4-tetraidroisoquinolina-6,7-diol. Quadro de cima - regido ampliada dos sinais dos hidrogénios 3, 4 ¢ 5 da
dopamina e hidrogénios 5 e 8 do produto 1-pentil-1,2,3 4-tetraidroisoquinolina-6,7-diol.
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Espectros das amostras da seleciio inicial das matrizes ampliados na regiio dos sinais

pertinentes para acompanhamento da reacio de Pictet-Spengler.
Amostra 1:

e Silica gel sem NCS

1940 1] 5.0 -1 T 15 70 rpm]

Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reacao entre 2.5 mM de dopamina e 2,5 mM de hexanal, na presenca
da matriz Silica gel sem A19TfNCS, em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico e 10% v/v
de D>0. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrdmetro Bruker NanoBay 400 MHz. Os parametros
experimentais foram: nimero de scans = 128; numero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 1,2 s e

sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Espectro ampliado na regido dos sinais pertinentes para acompanhamento
reacdo de Pictet-Spengler. (Reag@o a 37°C por 2 horas)

da
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Amostra 2:

e Dowex 1X8 sem NCS

I N

s na Y g0 T8 T8 [pm]

Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reacao entre 2.5 mM de dopamina e 2,5 mM de hexanal, na presenca
da matriz Dowex 1X8 sem AI9T/NCS, em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico 10%
v/v de D,0. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os parametros
experimentais foram: nimero de scans = 128; numero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 1,2 s e
sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Espectro ampliado na regido dos sinais pertinentes para acompanhamento da
reacao de Pictet-Spengler. (Reag@o a 37°C por 2 horas)

Amostra 3:

e Dowex S0WX8 sem NCS

- - - - v - - - - - - - T - ~ - - - - - - - - P - - - - - - -

95 9.0 85 80 15 70 (ppm)

Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reacao entre 2.5 mM de dopamina e 2,5 mM de hexanal, na presenca
da matriz Dowex 5S0WX8 sem A197TfNCS, em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM de &cido ascorbico 10%
v/v de D,0. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os parametros
experimentais foram: nimero de scans = 128; numero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 1,2 s e
sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Espectro ampliado na regido dos sinais pertinentes para acompanhamento da
reacao de Pictet-Spengler. (Reag@o a 37°C por 2 horas)
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Amostra 4:

e Dowex 50WX4 sem NCS

9.5 9.0 85 8.0 75 7.0 ppm]

Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre 2.5 mM de dopamina e 2,5 mM de hexanal, na presenca
da matriz Dowex 5S0WX4 sem A19T/NCS, em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico 10%
v/v de D,0. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os pardmetros
experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 1,2 s e
sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Espectro ampliado na regido dos sinais pertinentes para acompanhamento da
reagdo de Pictet-Spengler. (Reagdo a 37°C por 2 horas)

Amostra 5:

e (Caolin sem NCS

JL_ ———————————— et e e ——————————————— g \ et

Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reacgao entre 2.5 mM de dopamina e 2,5 mM de hexanal, na presenca
da matriz Caolin sem A19TfNCS, em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico 10% v/v de
D,0. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker NanoBay 400 MHz. Os pardmetros
experimentais foram: nimero de scans = 128; numero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 1,2 s e
sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Espectro ampliado na regido dos sinais pertinentes para acompanhamento da
reacdo de Pictet-Spengler. (Reag@o a 37°C por 2 horas)

97



Amostra 6:

e Diaion HP-2MG sem NCS

95 90 85 80 15 IS (ppm]
Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre 2.5 mM de dopamina e 2,5 mM de hexanal, na presenca
da matriz Diaion HP-2MG sem A197/NCS, em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico
10% v/v de D,O. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrdmetro Bruker NanoBay 400 MHz. Os
pardmetros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo =

1,2 s e sequéncia de pulso Bruker p3919gp. Espectro ampliado na regido dos sinais pertinentes para
acompanhamento da reag@o de Pictet-Spengler. (Reag@o a 37°C por 2 horas)
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Amostras da primeira reacio a 37°C ampliados na regiio dos sinais pertinentes para

acompanhamento da reacio.
Amostra 12:

* Dopamina (2,5 mM)

HO 3 2
| NH
HO 5 .
| , 4
.85 680 T e ' [ppm]

Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de dopamina 2.5 mM em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM
de acido ascorbico, 10% v/v DMSO ndo deuterado e 10% v/v de DMSO D6. O espectro foi adquirido a 298,1 K
em um espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os pardmetros experimentais foram: nimero de scans = 128;

numero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (amostra
submetida a temperatura de 37°C por 2 horas)

Amostra 11:

* Hexanal (2,5 mM)

§ § & O
o o o 5 3
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra hexanal 2.5 mM em tampao HEPES 50 mM, pH 7,0 com 5 mM de
acido ascorbico, 10% v/v DMSO néo deuterado e 10% v/v de DMSO D6. O espectro foi adquirido a 298,1 K em
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um espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128;
numero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (amostra
submetida a temperatura de 37°C por 2 horas).

Amostra 6:

o AI9TINCS livre
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reag¢ao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenca
de A19TYNCS livre. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os
parametros experimentais foram: numero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo =
20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).
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Amostra 7:

e Controle (reagentes sem NCS)
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampado HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nio deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 sem a
presenca de A19TfNCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz
Os parametros experimentais foram: niimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperagéo
=20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).

Amostra 1:

e Ni-NTA sem NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampado HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4acido ascorbico, 10% v/v DMSO nio deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 sem a
presenga da matriz Ni-NTA sem A19TfNCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker
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Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans =4,
tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).

Amostra 2:

e Celite 545 sem NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reag¢ao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 napresenga
da matriz Celite 545 sem A19T/NCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance
Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo
de recuperagdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).

Amostra 3:

e Dowex 1 com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampado HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Dowex 1 com A19T/NCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo
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600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de
recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagao a 37°C por 2 horas).

Amostra 4:

e (Caolin com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Caolin com A19TfNCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo
600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de
recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagao a 37°C por 2 horas).

Amostra 5:
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reag¢ao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Daion HP-2MG com A197fNCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrémetro Bruker
Avance Neo 600 MHz Os pardmetros experimentais foram: niimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4,
tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).
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Amostra 8:

e Ni-NTA com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reag¢ao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascérbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 sem a na
presenga da matriz Ni-NTA com AI9T/NCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker
Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4,
tempo de recuperagdo =20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reacdo a 37°C por 2 horas).

Amostra 9:
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reag¢ao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenca
da matriz Celite 545 com A19TfNCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance
Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; numero de duming scans = 4, tempo
de recuperacao = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).
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Amostras da segunda reac¢ido a 37°C
Amostra 6:

e NCS livre

| 6.1597
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
de A19T/NCS livre. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os
pardmetros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo =
20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (amostra submetida & temperatura de 37°C por 2 horas).

Amostra 7:
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0 o
0n o
w W
0 o
0w W

6.8521
——6.84869

=2+ ) o o m o
c w o w ooy L ]
[ =2 ] 2] o [ - O
@ ~ rORR ~
w w w w w w w o

13.8215
11.6859

4.0480

SN

Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reag¢ao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO néo deuterado e 10% v/v de DMSO D6 sem a
presenca de A19TfNCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz
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Os parametros experimentais foram: niumero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperacao
=20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (amostra submetida a temperatura de 37°C por 2 horas).

Amostra 1:

e Ni-NTA sem NCS

—— 6.8647
——6.8512
——6.8012
— 6.7977

11.6644
9.5881

A

i A
=

I " ess I I 615 I I I [;I;pm]
Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenca
da matriz Ni-NTA sem A197fNCS, usada pela segunda vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; nimero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (amostra submetida
a temperatura de 37°C por 2 horas).
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Amostra 2:
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Celite sem A197fNCS, usada pela segunda vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro
Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming
scans = 4, tempo de recuperagdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).

Amostra 3:
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reag¢ao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenca
da matriz Dowex 1 com A197/NCS, usada pela segunda vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; nimero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por
2 horas).

Amostra 4:

e (Caolin com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Caolin com A197fNCS, usada pela segunda vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro
Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming
scans = 4, tempo de recuperagdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).

Amostra 5:
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Daion HP-2MG com A197/NCS, usada pela segunda vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; numero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por
2 horas).

Amostra 8:
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Ni-NTA com AI9T/NCS, usada pela segunda vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; numero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por
2 horas).

Amostra 9:

e C(Celite 545 com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampado HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Celite 545 com A19T/NCS, usada pela segunda vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; numero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagao a 37°C por
2 horas).
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Amostras da terceira reacido a 37°C

Amostra 6:

e NCS livre
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampdo HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenga
de A19T/NCS livre. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os
pardmetros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperagdo =
20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).

Amostra 7:

e Controle (reagentes sem NCS)
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO néo deuterado e 10% v/v de DMSO D6 sem a
presenca de A19TfNCS. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz
Os parametros experimentais foram: niimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de recuperagéo
=20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).

Amostra 1:

e Ni-NTA sem NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reag¢ao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Ni-NTA sem A19TfNCS, usada pela terceira vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; nimero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por
2 horas).

Amostra 2:

e Celite 545 sem NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO néo deuterado e 10% v/v de DMSO D6 sem a
presenga da matriz Celite 545 sem A19TfNCS, usada pela terceira vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; numero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por
2 horas).

Amostra 3:
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampado HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenca
da matriz Dowex 1 com A19TfNCS, usada pela terceira vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; nimero

de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por
2 horas).

Amostra 4:

e (Caolin com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampado HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Caolin com A19TfNCS, usada pela terceira vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro
Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming
scans = 4, tempo de recuperagdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por 2 horas).
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Amostra 5:

e Diaion HP-2MG com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Daion HP-2MG com A197fNCS, usada pela terceira vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; numero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por
2 horas).

Amostra 8:

e Ni-NTA com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reag¢ao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Ni-NTA com A19T7/NCS, usada pela terceira vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; numero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por
2 horas).
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Amostra 9:

e C(Celite 545 com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenca
da matriz Celite 545 com A19TfNCS, usada pela terceira vez. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um
espectrometro Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; numero
de duming scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 37°C por
2 horas).
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Amostras da reacio a 47°C
Amostra 6:
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampdo HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
de AT9T/NCS livre a 47°C. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo 600
MHz Os pardmetros experimentais foram: nimero de scans = 128; niimero de duming scans = 4, tempo de
recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 47°C por 2 horas).
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Amostra 7:

e Controle (reagentes sem NCS)

—— 6.8647
—6.8513

—6.8011
——6.7976
6.7254

12.1963
10.9577

ody A R

6.

m—
o
o
i
]

[ppm]

Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 sem a
presenga de A19TNCS, a 47°C. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance Neo 600
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MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4, tempo de
recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagao a 47°C por 2 horas).

Amostra 3:
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagao entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 sem a
presenga da matriz Dowex 1 com A19TfNCS, a 47 °C. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro
Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: niumero de scans = 128; nimero de duming
scans = 4, tempo de recuperac@o = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reacdo a 47°C por 2 horas).
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Amostra 4:

e (Caolin com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Caolin com A197fNCS, a 47 °C. O espectro foi adquirido 2 298,1 K em um espectrometro Bruker Avance
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Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; numero de duming scans = 4, tempo
de recuperacao = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 47°C por 2 horas).

Amostra 5:

e Diaion HP-2MG com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de acido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado e 10% v/v de DMSO D6 na presenca
da matriz Diaion HP-2MG com A197/NCS, a 47 °C. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrémetro
Bruker Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: numero de scans = 128; nimero de duming
scans = 4, tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reacdo a 47°C por 2 horas).

Amostra 8:

e Ni-NTA com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampado HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Ni-NTA com A197/NCS, a 47 °C. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker
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Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: nimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4,
tempo de recuperagdo =20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reacdo a 47°C por 2 horas).

Amostra 9:

e C(Celite 545 com NCS
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Espectro de RMN de 'H obtido de amostra de reagdo entre dopamina 2.5 mM e hexanal 2,5 mM em tampao HEPES
50 mM, pH 7,0 com 5 mM de 4cido ascorbico, 10% v/v DMSO nao deuterado ¢ 10% v/v de DMSO D6 na presenga
da matriz Celite 545 com A19T/NCS, a 47 °C. O espectro foi adquirido a 298,1 K em um espectrometro Bruker
Avance Neo 600 MHz Os parametros experimentais foram: niimero de scans = 128; nimero de duming scans = 4,

tempo de recuperacdo = 20 s e sequéncia de pulso Bruker noesygpprld. (Reagdo a 47°C por 2 horas).
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