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Enorme revelancia:

v’ Ciéncia

v’ IndUstria

v Conservacdo do planeta

Enzimas naturais + pontos importantes sobre elas 2>
Enzimas modificadas e ndo naturais



Zymomonas mobilis
" Bactéria G-, facultativa, anaerdbica,

Yisolada de bebidas (cerveja)

Enzimas naturais e

suas fontes

CNS regulation
Satiety signals
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Actinoplanes sp. SE50/110 ot o e i B0y expenditure
Bactéria de solo G+: tb. produz acarbose :

(redutor de glicemia/diabetes melitus tipo I
Inibidor de a-glicosidase)

Energy storage and conversion
Short-term fat storage
Fat oxidation

Nature Reviews | Drug Discovery



Animal

Source

Enzimas naturais e suas fontes

PRINCIPLES OF ENZYME TECHNOLOGY
Por KHAN, M. Y., KHAN, FARHA, 2015
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Rotina experimental p/ isolamento

e purificacao:

1- homogeneizacao de tecidos-fonte

2- separacdo de organelas celulares/
ultracentrifugacao

3- rompimento de parede celular

(moagem, congelamento/aquecimento,

tratamento enzimatico)

Complexidade da rotina
depende do grau de pureza
desejado!



Produc¢ao de enzimas: pequena, média e larga escala:
processos quimicos/bioquimicos/biotecnologicos
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Para tanto sdo necessarias:

» Dosagem de proteinas (método de Bradford)

» Cromatografias de média e alta eficiéncias (pressdo atm., FPLC, HPLC)
» SDS-PAGE com padroes de peso molecular (uni/bidimensional)




O que mais é preciso saber para estudo, comercializagao e usos de enzimas naturais?

Ex: Enzimas da cascata de coagulacao
sanguinea humana |

EXTRINSIC PATHWAY

Vascular injury

INTRINSIC PATHWAY
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Box 11-4 figure 2 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons

Ex: Enzima fungica
(C. albicans) |

(

Enolase =2
metabolismo de carboidratos

Determinar:

% pureza quimica

Massa molar ou peso molecular

U/mL (concentragdo de atividade
enzimdtica)

U/mg proteina? (atividade especifica)




Comci 5.9 mede Reagente(s) especificos __ENZIMA  Produto(s) especificos
as atividades dependéncia: condigbes reacionais (T, pH, [E], [S], t, aditivos)

citadas? cinética caracteristica
H. Bisswanger, Enzyme Assays, Perspectives in Science (2014) 1, 41-55

A enzima esta ativa? | absorcdo de luz em A especifico

Sim/N3o emissao ou apagamento de fluorescéncia | Métodos
cromatografia (HPLC) espectrofotométricos
radioatividade cromatograficos
geracao de luz eletrométricos
reducdo/oxidacao de aceptor eletrénico polarimétricos
geracao de calor manomeétricos

alteracao de pH
consumo de O,

|l precipitagao Métodos continuos:

Quantificacao: deteccao/medida feitas durante a reacao
No. mol/tempo cat'allsada , i |
No. U/mg prot. Métodos descontinuos: deteccao/medida
feitas apds a reacdo ter ocorrido / sido
interrrompida

Enzyme assays: a practical approach, R Eisenthal & MJ Danson,Oxford University Press, 2002, 6.2. Choice of assay
method.



Enzimas naturais devidamente caracterizadas - podem ser modificadas

Alteracoes de cadeias laterais de aminoacidos = fontes das enzimas modificadas
re-desenho da atividade enzimatica e/ou das propriedades da enzima

Propositos?

v aumento de estabilidade em meios variados

v" diminuicdo/aumento de afinidade/especificidade pelo substrato
v" entendimento do mecanismo de ac¢ao

v" busca de inibidores

Como se escolhe o(s) aminoacido(s) a ser(em) modificado(s)?

Com base em:

1. Similaridade de sequéncia primaria

2. Modelagem molecular [interacdo com o(s) Substrato(s)]

3. Mutagénese randémica

4 ”protein design” (desenho racional de novas proteinas que se enovelam em estrutura-alvo, visando
novas fungbes ou propriedades: mutagénese sitio-dirigida, sintese peptidica)

5. Combinacao de todos




Enzimas naturais = modificadas (# das naturais)?

Mutagénese + oligonucleotideos mutados/tecnologia do DNA recombinante:
mutantes com alteragoes limitadas

- Sitio-dirigida ou especifica (unica ou multipla)
- Randémica

Modificagao quimica da enzima: em principio as alteracoes ilimitadas

Néo especifica: explora grupos reativos de mesmo tipo

Sitio-especifica: explora diferentes reatividades de grupos do mesmo tipo vindos de
diferentes “ambientes” da proteina

Sitio-seletiva: combinagdo de mutagénese sitio-dirigida + modificagdo quimica



Scheme 4

SH Cys

Diaz-Rodriguez &
Davis, Current
Opinion in
Chemical Biology
2011, 15:211-219

Current Opinion in Chemical Biology

Commaon proteinogenic amino acid targets for site-selective enzyme
modification.

Enzimas Modificadas podem:
1) ser produzidas também: pequena, média e larga escala

2) devem ser purificadas e devidadamente caracterizadas
Va para o Video #2



