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RESUMO 
 

DE OLIVEIRA, G.S. Clonagem e caracterização da enzima epóxido hidrolase de 

Trichoderma reesei. 2018. 119 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018.  

 

Epóxido hidrolases (EHs) são enzimas que catalisam a hidrólise de epóxidos a seus 

correspondentes dióis, apresentam potencial aplicação biotecnológica (separação de 

enantiômeros na produção de fármacos), estão envolvidas no metabolismo de ácidos graxos 

poliinsaturados e inibidores de EHs estão sendo estudados para possível utilização no 

tratamento de doenças. Uma enzima epóxido hidrolase (TrEH) do fungo filamentoso 

Trichoderma reesei QM9414 foi clonada, expressa, purificada e caracterizada funcionalmente 

e estruturalmente. A atividade de TrEH foi determinada com o substrato óxido de estireno 

(racêmico), demonstrando maior atividade nas temperaturas de 23 a 50 °C, no pH 7,2 a 37 ºC, 

e as constantes cataliticas Km= 4,6 mM e kcat= 336 s-1. A enzima recombinante mostrou ser 

enantiosseletiva, pois hidrolisa preferencialmente (S)-(-)-óxido de estireno, (R)-(-)-

epicloridrina e (S)-(-)-1,2-epoxibutano. Moléculas inibidoras da atividade de TrEH foram 

identificadas e algumas delas inibem até 60% o crescimento de T. reesei. A estrutura terciária 

de TrEH (1,7 Å) foi determinada por cristalografia, apresenta dobramento α/β-hidrolase e não 

tem alta homologia com nenhuma outra estrutura de EH. TrEH é uma nova enzima epóxido 

hidrolase solúvel cujas propriedades mostram seu potencial de utilização em aplicações 

biotecnológicas.   

Palavras-chave: Enantiosseletividade. Époxido hidrolase. Fungo. Inibidor. Trichoderma 

reesei.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

 
DE OLIVEIRA, G.S. Cloning and characterization of the enzyme epoxide hydrolase of the 

Trichoderma reesei. 2018. 119 p. Thesis (Ph. D. thesis in Biotechnology) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018.  

 

Epoxide hydrolases (EHs) are enzymes that catalyze the hydrolysis of epoxides to their 

corresponding diols, present a potential biotechnological application (separation of enantiomers 

for the production of drugs), they are involved in the metabolism of polyunsaturated fatty acids 

and EH inhibitors are being studied for possible use in the treatment of diseases. An epoxide 

hydrolase enzyme(TrEH) from the filamentous fungus Trichoderma reesei QM9414 was 

cloned, expressed, purified and functionally and structurally characterized. The activity of 

TrEH was determined with the substrate styrene oxide (racemic), showing higher activity at 

temperatures of 23 to 50 °C, at pH 7.2 at 37 °C, and the catalytic constants Km= 4.6 mM and 

kcat= 336 s-1. The recombinant enzyme has been shown to be enantioselective, because it 

preferably hydrolyzes (S)-(-)-styrene oxide, (R)-(-)-epichlorohydrin and (S)-(-)-1,2-

epoxybutane. TrEH inhibitors have been identified and some of them inhibit up to 60% growth 

of T. reesei. The tertiary structure of TrEH (1.7 Å) was determined by crystallography, showing 

α/β-hydrolase folding and low homology with any other EH structure. TrEH is a new soluble 

epoxide hydrolase enzyme whose properties show its potential for use in biotechnological 

applications. 

Keywords: Enantioselectivity. Epoxide hydrolase. Fungus. Inhibitor. Trichoderma reesei  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas duas décadas, diversos grupos de pesquisa têm se dedicado a estudar, 

elaborar e aprimorar modelos de produção menos poluidores e com o foco na preservação do 

meio ambiente. Pode-se citar, como exemplo, os estudos que visam à utilização de 

biocatalisadores; isto é, enzimas que catalisam reações em larga escala, pois estas possuem 

diversas vantagens em relação ao uso de catalisadores químicos, dentre elas:  catalise de 

compostos em temperaturas inferiores a 100 ºC, pH próximos do neutro, atividade específica 

sobre o substrato (VOET; VOET; PRATT, 2000) e redução da produção de poluentes 

ambientais (GAVRILESCU; CHISTI, 2005). Todas essas vantagens trazem impactos 

econômicos positivos, principalmente por reduzirem os gastos com o tratamento de resíduos, a 

descontaminação e o pagamento de indenizações (PRADO, 2003). 

As enzimas são classificadas de acordo com as reações que catalisam e são divididas 

em seis classes principais de acordo com a International Union of Biochemistry and Molecular 

Biology (IUBMB):  

 EC 1 Oxidorredutases: reações de óxido-redução. 

 EC 2 Transferases: reações de transferência de grupos funcionais. 

 EC 3 Hidrolases: reações de hidrólise. 

 EC 4 Liases: reações de eliminação de grupos para formar ligações duplas. 

 EC 5 Isomerases: reações de isomerização. 

 EC 6 Ligases: reações de formação de ligação acoplada à hidrólise de ATP. 

Todas essas reações podem ser utilizadas em diferentes setores econômicos, o que 

aumenta o interesse no estudo destas moléculas. 

 O desenvolvimento das técnicas de Biologia Molecular (incluindo DNA recombinante, 

engenharia de proteínas e evolução dirigida) somado ao uso de culturas com cepas selecionadas 

permitiu o aperfeiçoamento da produção de enzimas (até mesmo em larga escala) para 

aplicações biotecnológicas em diversos setores econômicos. Exemplos desse desenvolvimento 

são: o uso de amilases, catalases e lacases na indústria têxtil; o uso de proteases, lactases, lipases 

e transglutaminases na indústria alimentícia; e o uso de protease, amilase, lipase e celulase na 

indústria de detergentes (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002). 

Dessa forma, estudos envolvendo a caracterização de novas enzimas e/ou o aumento da 

eficiência de enzimas conhecidas são fundamentais para o desenvolvimento de novas 



 

tecnologias que tenham menor custo e gerem menos impacto ambiental. Nesse aspecto, as 

enzimas da família das epóxido hidrolases apresentam propriedades interessantes para 

aplicação em diversos setores e, por isso, são o principal tema deste trabalho. 

 

1.1 Enzimas epóxido hidrolases 

 

Epóxidos são moléculas que contém, no mínimo, um éter cíclico com três membros 

(dois carbonos e um oxigênio), que é altamente reativo devido às ligações polarizadas de 

oxigênio-carbono. Alguns epóxidos são responsáveis por reações com alvos biológicos, como 

DNA e proteínas, tornando-os possíveis agentes mutagênicos e carcinogênicos (SZELIGA; 

DIPPLE, 1998). 

As epóxido hidrolases (EHs) são enzimas que têm como função catalisar a hidrólise de 

epóxidos a seus correspondentes dióis vicinais (moléculas com dois grupos hidroxila ligados a 

carbonos vizinhos) (ARAND et al., 2005; HOPMANN; HIMO, 2006) (figura 1). 

 

Figura 1. Reação das enzimas epóxido hidrolases. Representação da reação de hidrólise que abre o éter cíclico 

(epóxido) e forma o correspondente produto diol vicinal (molécula com dois grupos hidroxila ligados a carbonos 

vizinhos) (adaptado de Hopmann e Himo, 2006). EH: Enzima Epóxido Hidrolase. 

 

Estruturalmente, as EHs são classificadas em duas famílias: as EHs com dobramento 

α/β hidrolase e as Limoneno epóxido hidrolases (LEHs). 

1) EHs com dobramento α/β hidrolase: As EHs α/β hidrolase podem ser ainda 

classificadas em: epóxido hidrolases solúveis (sEHs, EC 3.3.2.10) e em epóxido hidrolases 

microssomais (mEHs, EC 3.3.2.9), pois estão localizadas no citoplasma ou nas membranas 

(predominantemente nos retículos endoplasmáticos), respectivamente (SAITO et al., 2001). 

Tanto as sEHs quanto as mEHs apresentam o mesmo dobramento constituído por dois 

domínios: o domínio da hidrolase, composto por uma folha β central, muito conservada e 

cercada por α-hélices e um domínio menos conservado chamado de cap, que está posicionado 



 

no topo da cavidade catalítica e geralmente é formado por α-hélices (NARDINI et al., 1999) 

(figura 2). O sítio ativo dessas EHs possui cinco aminoácidos participantes do mecanismo 

catalítico, que são dois aspartatos, duas tirosinas e uma histidina (ARGIRIADI et al., 1999). 

Diversos membros dessa família de enzimas já possuem sua estrutura tridimensional 

caracterizada em diferentes espécies, como Aspergillus niger (PDB: 1QO7) (ZOU et al., 2000), 

Agrobacterium radiobacter (PDB: 1EHY) (NARDINI et al., 1999), Mycobacterium 

tuberculosis (PDB: 2E3J) (BISWAL et al., 2008), Solanum tuberosum (PDB: 2CJP) 

(MOWBRAY et al., 2006) e Homo sapiens (PDB: 1S8O) (GOMEZ et al., 2004). 

2) Limoneno epóxido hidrolase (LEHs, EC 3.3.2.8): Essas enzimas são chamadas dessa 

forma, pois o primeiro membro a ter sua estrutura tridimensional determinada foi a enzima LEH 

de Rhodococcus erythropolis DCL14 (PDB: 1NWW) (ARAND et al., 2003), que catalisa a 

reação de hidrólise de limoneno-1,2-epóxido a limoneno-1,2-diol (BARBIRATO et al., 1998; 

VAN DER WERF; OVERKAMP; BONT, 1998; ARAND et al., 2003). Em geral, essa classe 

de EHs tem apenas o domínio hidrolase constituído por três α- hélices e seis folhas β em formato 

de um cone e o sítio ativo, formado por dois aspartatos e uma arginina, localizado no ponto 

mais profundo (ARAND et al., 2003). Diferentemente das EHs α/β hidrolases, a catálise de 

LEHs envolve um mecanismo de apenas uma etapa e sem a formação de intermediários de 

enzima ligados covalentemente ao substrato (ARAND et al., 2003). Embora o primeiro membro 

dessa família tenha sido encontrado em R. erythropolis, já foram caracterizadas estruturas de 

algumas LEHs de diferentes organismos, incluindo aqueles encontrados em M. tuberculosis 

(PDB: 2BNG) (JOHANSSON et al., 2005) e outras envolvidas na biossíntese de antibióticos, 

como as LEHs de Streptomyces lasaliensis (PDB: 3RGA) (HOTTA et al., 2012) e Streptomyces 

cinnamonensis (PDB: 3WMD) (MINAMI et al., 2013).  



 

 

 

Figura 2. Estruturas tridimensionais de enzimas EH com dobramento α/β hidrolase e Limoneno epóxido 

hidrolase (LEHs). (A) Estrutura da enzima com dobramento α/β hidrolase de Solanum tuberosum (batata, PDB 

ID: 2cjp), (B) Estrutura da enzima LEH de Rhodococcus erythropolis (PDB: 1NWW). Os domínios cap e hidrolase 

estão destacados (WIDERSTEN; GURELL; LINDBERG, 2010; ARAND et al., 2003). 

 

O mecanismo de ação das enzimas EHs com dobramento α/β hidrolase envolve a 

polarização do substrato epóxido por dois resíduos de tirosina (ligações dos hidrogênios com o 

átomo de oxigênio do epóxido), para o ataque nucleofílico do aspartato em um dos dois 

carbonos do epóxido (geralmente, o carbono com menor impedimento estereoquímico), o que 

produz a abertura do anel epóxido e a formação de um éster intermediário (enzima-substrato). 

O ciclo catalítico é, posteriormente, finalizado com a hidrólise do éster intermediário, facilitada 

por uma histidina e um aspartato, para que ocorra a formação e liberação do produto diol 

(HOPMANN; HIMO, 2006; LEE; SHULER, 2007; WIDERSTEN; GURELL; LINDBERGEL, 

2010; NESTL et al., 2014) (figura 3).  

 



 

 

Figura 3. Mecanismo catalítico da enzima epóxido hidrolase. No primeiro passo, ocorre o ataque nucleofílico 

do aspartato (Asp) a um dos carbonos do epóxido, que conduz à abertura do anel e à formação do éster 

intermediário (enzima-substrato). No segundo passo, o intermediário é hidrolisado com a adição de uma molécula 

de água e, consequentemente, ocorre a formação e liberação do produto diol.  As tirosinas (Tir) têm a função de 

polarizar o epóxido para facilitar o ataque nucleofílico pelo aspartato e formar o primeiro grupo hidroxila com o 

átomo de oxigênio do epóxido (adaptado de Nestl et al., 2014).  

 

A primeira epóxido hidrolase caracterizada foi a microssomal de porquinho da índia 

(Cavia porcellus) (OESCH; JERINA; DALY, 1971) e as epóxido hidrolases solúveis foram 

primeiramente caracterizadas em camundongos (HAMMOCK et al., 1976). Em mamíferos, as 

EHs têm três funções principais: degradação de xenobióticos, catabolismo e regulação de 

moléculas de sinalização de ácidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (MORISSEAU; 

HAMMOCK, 2005; MORISSEAU; HAMMOCK, 2013). 

As EHs também estão presentes em outros organismos como, por exemplo, na 

membrana de células de insetos, como Bombyx mori (bicho da seda), envolvida na degradação 

do hormônio juvenil, que regula o crescimento e desenvolvimento de insetos (ZHANG et al., 

2005) e, em plantas, como: Solanum tuberosum (batata), que estão relacionadas à síntese de um 

composto de defesa antifúngica (STAPLETON et al., 1994).  

As enzimas EHs de bactérias e fungos têm se destacado em estudos recentes, pois 

participam das vias do metabolismo de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs), uma 

característica importante para possível utilização em processos de biorremediação 

(BAMFORTH; SINGLETON, 2005; HARITASH; KAUSHIK, 2009). A enzima EH do fungo 

Phanerochaete chrysosporium, por exemplo, demostrou atividade de degradação de 

hidrocarboneto aromático policíclico em reator biológico rotativo (ZHENG; OBBARD, 2002). 

Além disso, enzimas EHs podem ser utilizadas em processos de síntese de compostos (ver item 

1.2), principalmente devido à sua enantiosseletividade e regiosseletividade, o que as torna 

candidatas a serem utilizadas na preparação de epóxidos e dióis enantiopuros, de forma 



 

econômica e ambientalmente correta (CARLSSON et al., 2012; LEE; SHULER, 2007; 

WIDERSTEN et al., 2010).  

Dessa forma, as enzimas EHs demonstram grande potencial biotecnológico de aplicação 

em processos biotecnológicos, justificando o esforço para a caracterização dessas proteínas em 

organismos ainda não estudados, a fim de aprofundar o entendimento de suas características e 

aperfeiçoar seus usos.    

 

1.2 Epóxido hidrolase e indústria: atividade enantiosseletiva e regiosseletiva 

 

 Isômeros são moléculas com diferenças estruturais (diferentes arranjos entre os átomos), 

mas com a mesma forma molecular. Esses compostos podem ser divididos em: isômeros 

constitucionais, que têm seus átomos ligados em ordens diferentes e estereoisômeros, que se 

diferem apenas na disposição de seus átomos no espaço (SOLOMONS, 1996). 

 Enantiômeros são estereoisômeros, cujas moléculas podem ser representadas como a 

imagem especular uma da outra, mas que não são superponíveis (figura 4). Essa característica 

só ocorre em compostos quirais, ou seja, aqueles que apresentam um ou mais átomos de carbono 

que se ligam a quatro ligantes diferentes. Os enantiômeros têm propriedades físicas e químicas 

idênticas, como, por exemplo: ponto de fusão, ponto de ebulição e espectro de absorção do 

infravermelho; porém, podem apresentar atividade biológica diferente e também 

comportamento distinto frente a um plano de luz polarizado, pois cada um dos enantiômeros 

causará o mesmo desvio angular no plano de polarização, mas em sentidos opostos 

(SOLOMONS, 1996).  

 

Figura 4. Representação dos enantiômeros do ácido lático e possíveis nomenclaturas das moléculas. O 

carbono quiral é destacado com “ * ”. 

  

Os enantiômeros podem ser classificados de acordo com dois principais sistemas de 

nomenclatura: o primeiro é baseado no sentido em que os enantiômeros giram o plano de luz 



 

polarizado. Quando giram no sentido horário, recebem o nome de destrógiro e têm o prefixo 

“(+)” ou “d”; já quando giram no sentido anti-horário, recebem o nome de levógiro e têm o 

prefixo “(-)” ou “l”. O segundo sistema de nomenclatura é chamado de Cahn-Ingold-Prelog e 

fornece informações sobre a configuração absoluta dos enantiômeros, pois considera a massa 

molar dos ligantes do carbono quiral. Nesse sistema, são chamados rectus (R) e sinister (S), 

palavras latinas que significam direito e esquerdo, respectivamente. Existem algumas regras 

para nomeação dos compostos, mas, em termos gerais, leva-se em conta a ordem decrescente 

de peso molar dos ligantes e, quando essa ordem está no sentido horário, a molécula recebe o 

prefixo “(R)”. Já quando está no sentido anti-horário, a molécula recebe o prefixo “(S)” 

(SOLOMONS, 1996). Compostos que apresentam mistura dos dois enantiômeros são 

denominados compostos racêmicos e enantiopuros são compostos com apenas um enantiômero. 

A separação dos enantiômeros presentes nos compostos racêmicos é largamente 

utilizada pela indústria farmacêutica para a produção de fármacos enantiopuros e químicos finos 

(ZHANG et al., 2012), já que, quando os fármacos apresentam enantiômeros com atividades 

biológicas diferentes, sendo um deles tóxico aos organismos vivos, o uso terapêutico da mistura 

racêmica fica inviável. Pode-se citar, como exemplo clássico da necessidade de separação dos 

enantiômeros, o caso do fármaco Talidomida, que era vendido na forma racêmica (50% (S)-

talidomida/50% (R)-talidomida) como sedativo para gestantes. A molécula (R)-talidomida não 

causa efeitos adversos em humanos, porém a molécula (S)-talidomida causou um grande 

número de malformações e morte de fetos, devido às suas propriedades teratogênicas 

(OLIVEIRA; BERMUDEZ; SOUZA, 1999). Esses danos poderiam ter sido evitados com a 

separação dos enantiômeros e a comercialização apenas da molécula (R)-talidomida. 

As atividades enantiosseletiva e regiosseletiva das enzimas EHs permitem que a enzima 

ataque, com maior eficiência, um dos enantiômeros (figura 5A) e um dos dois carbonos do 

grupo epóxido (figura 5B), respectivamente. Essas características são interessantes para a 

Química Orgânica Sintética, pois favorecem a preparação de epóxidos e dióis enantiopuros, que 

podem ser utilizados pela indústria em diferentes funções (LEE; SHULER, 2007; 

WIDERSTEN et al., 2010; CARLSSON et al., 2012).  

 



 

 

Figura 5. Esquema das reações de atividade enantiosseletiva e regiosseletiva da enzima epóxido hidrolase. 

(A) Enantiosseletividade: Na reação superior, demonstra-se a ação de uma enzima EH não enantiosseletiva, na 

qual os dois enantiômeros são atacados e ocorre a formação dos produtos (R)-diol e (S)-diol; já na reação inferior, 

demonstra-se a ação de uma enzima EH enantiosseletiva, que ataca, preferencialmente, o (R)-epóxido e ocorre a 

apenas formação do produto (R)-diol. (B) Regiosseletividade: as setas indicam qual carbono foi atacado nos 

substratos. No (R)-epóxido, a enzima EH ataca o carbono mais próximo do radical e forma o enantiômero (R)-diol 

(reação de retenção); no substrato (S)-epóxido, a enzima ataca o carbono final (mais distante do radical) e também 

forma o enantiômero (R)-diol (adaptado de Lee e Shuler, 2007). 

 

A EH solúvel enantiosseletiva do fungo Phanerochaete chrysosporium ataca, 

preferencialmente, o enantiômero (R) dos substratos óxido de estireno e epicloridrina e o 

enantiômero (S) dos subtratos 1-2, epoxibutano e glicidil tosilato (LI et al., 2009). Já a EH 

solúvel do fungo Aspergillus niger ataca, preferencialmente, o enantiômero (S)-t-butil-glicidil-

éter em reação com substrato racêmico (KOTIK et al., 2005). A EH de Solanum tuberosum 

(batata) apresenta interessante regiosseletividade sobre o substrato óxido de estireno; isso 

porque o (S)-enantiômero é atacado, preferencialmente, no carbono mais próximo do radical e 

o (R)-enantiômero é atacado, principalmente, no carbono terminal (MONTERDE et al., 2004).  

Esses bioprocessos catalisados por EHs estão sendo estudados para a utilização 

industrial e, como exemplos, podem ser citadas as enzimas das bactérias dos gêneros Nocardia, 

Agrobacterium e Rhizobium que, tendo como substrato o epoxisuccinato, são responsáveis pela 

produção enantiosseletiva de L(+)-ácido tartárico, um acidulante utilizado na indústria 

alimentícia (ROSENBERG; MIKOVA; KRISTOFIKOVA, 1999; VASU et al., 2012). A 

enzima de A. niger, tendo como substrato 4-isobutil-R-metil óxido de estireno racêmico, ataca, 

preferencialmente, o indesejado enantiômero (R), permitindo a utilização do enantiômero (S) 

como intermediário na produção do fármaco Ibuprofeno (anti-inflamatório) (CLEIJ; 

ARCHELAS; FURSTOSS, 1999). E as enzimas de A. niger e S. tuberosum, que utilizando o 

substrato para-óxido de cloroestireno formam seu (R)-diol, um intermediário para a produção 

do fármaco (R)-Eliprodil (agente neuroprotetor, ainda em teste) (MANOJ et al., 2001). 

 

 

 

 



 

1.3  Epóxido hidrolases, ácidos graxos e inibidores 

 

Pesquisas envolvendo EHs revelaram que polimorfismos, os quais causam maior 

atividade dessas enzimas, estão associados à ocorrência de câncer e outras doenças em humanos 

como, por exemplo, o aumento do risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular 

(MCGLYNN et al., 1995); câncer de ovário (ZHONG et al., 2013); adenoma colorretal, 

principalmente entre fumantes (HUANG et al., 2005); maior suscetibilidade à enfisema 

pulmonar (KUKKONEN et al., 2011) e doença arterial coronariana em caucasianos (LEE et al., 

2006). Esses dados podem ser explicados pela ação das EHs sobre ácidos graxos, que ocorre da 

seguinte forma: os epóxidos derivados de ácidos graxos (EAGs) são sintetizados pela reação 

catalisada pelo sistema citocromo P450, na qual é adicionado um oxigênio ao ácido graxo (AG), 

formando um grupo epóxido. Os EAGs são moléculas com função vasodilatadora e anti-

inflamatória (MORISSEAU; HAMMOCK, 2013). Com a hidrólise das EHs sobre os EAGs, 

ocorre a formação de dióis derivados de ácido graxos (DAGs), os quais são menos ativos que 

os EAGs. Sendo assim, é mais vantajoso que a ação da EH não ocorra e que sejam mantidos os 

EAGs, pois a ação dessas moléculas causará maior ação vasodilatadora e anti-inflamatória do 

que os DAGs (MORISSEAU; HAMMOCK, 2005). Sendo assim, nos casos de polimorfismo 

em que as EHs têm maior atividade, haverá maior formação de DAGs, e, consequentemente, 

menor ação anti-inflamatória e aumento da pressão arterial, devido à menor vasodilatação e, 

com isso, os polimorfismos das EHs podem trazer maior suscetibilidade às doenças citadas 

acima. 

Os ácidos graxos poliinsaturados ácido araquidônico (arachidonic acid, ARA, ômega 

6), ácido linolênico (linoleic acid, LA, ômega 6), ácido eicosapentaenoico (eicosapentaenoic 

acid, EPA, ômega 3), ácido docosa-hexaenóico (Docosahexaenoic acid, DHA ômega 3), tem 

sido amplamente estudados por estarem envolvidos na via do sistema P450 e, portanto, estão 

relacionados com ação anti-inflamatória e vasodilatadora (ZHANG; KODANI; HAMMOCK, 

2014). A ação do sistema citocromo P450 sobre esses AGs poliinsaturados, forma os EAGs 

através da quebra de uma das insaturações e formação de um grupo epóxido no mesmo local. 

Desta forma, os AGs poliinsaturados podem formar mais de um EAG, pois o grupo epóxido 

pode ser formado com a quebra de qualquer uma da insaturações, e com isso serão formados 

diferentes regioisômeros. Os EAGs, por sua vez, serão utilizados pelas EHs como substrato, 

para abertura do grupo epóxido e formação do grupo diol dos DAGs. Os regioisômeros de 

EAGs e DAGs são nomeados de acordo com os números dos carbonos que ocorre a formação 

do grupo epóxido ou diol (figura 6).   



 

Com o objetivo de causar a diminuição da atividade de EHs, existem diversos grupos 

de pesquisa investindo no estudo de inibidores eficientes, os quais têm mostrado que, além de 

terem potentes efeitos anti-inflamatórios (SCHMELZER et al., 2005; MORIN el al., 2010; 

NORWOOD et al., 2010), são ótimos candidatos  à produção de drogas para tratamento de 

diversas doenças, como: hipertensão; aterosclerose e hipertrofia cardíaca  (IMIG, 2012; AI et 

al., 2009; YU et al., 2000); asma e fibrose cística (WANG et al., 2012); normalização de estados 

glicêmicos desregulados em alguns modelos de diabetes (LUO et al., 2010); inibição da 

proliferação de células musculares lisas vasculares, que também pode ser um tratamento para 

aterosclerose (DAVIS et al., 2002); neuropatia diabética, em modelos de roedores (INCEOGLU 

et al., 2012) e laminite equina, uma doença complexa e, muitas vezes, fatal, a qual envolve 

inflamação, hipertensão e dor neuropática grave (GUEDES et al., 2013).  

Inibidores de EH também podem ser importantes no controle de patógenos. O 

desenvolvimento de inibidores de EH de Mycobacterium tuberculosis (patógeno que é o agente 

causador da tuberculose humana) também foi estudado por Biswal e colaboradores (2008). Essa 

pesquisa contribuiu para compreender a patogenicidade de tal bactéria e ajudou no 

desenvolvimento de inibidores contra uma das EHs encontradas no genoma da M. tuberculosis, 

além de responsável pela desintoxicação do organismo, sendo, então, relacionada à 

sobrevivência desse microrganismo. Tal estudo sugere que os inibidores de EH de M. 

tuberculosis podem ser importantes ferramentas ao desenvolvimento de fármacos contra 

tuberculose. 

O estudo de Spillman e colaboradores (2016) mostra que duas enzimas EHs de 

Plasmodium falciparum (protozoário parasita causador de malária em humanos) participam da 

sinalização com EAGs no momento da invasão do hospedeiro e, por isso, têm um importante 

papel no processo de infecção de humanos. Desta forma, os autores sugerem que o estudo de 

inibidores dessas enzimas pode contribuir para o combate a essa doença potencialmente fatal.  

 



 

 

Figura 6. Ação do sistema citocromo P450 e EHs sobre ácidos graxos poliinsaturados. O sistema citocromo 

P450 age sobre os ácidos gaxos:  ácido linolênico, LA (A), ácido araquidônico, ARA (B), ácido eicosapentaenoico, 

EPA (C) e ácido docosa-hexaenóico, DHA (D), formando os epóxidos derivados de ácidos graxos (EAGs), que 

serão utilizados pelas EHs como substrato, para formação dos dióis derivados de ácido graxos (DAGs). Os 

regioisômeros de EAGs e DAGs são nomeados de acordo com os números dos carbonos que ocorre a formação 

do grupo epóxido ou diol (adaptado de ZHANG; KODANI; HAMMOCK, 2014). 

 

 

 

 

 



 

1.4 Métodos de determinação da atividade de epóxido hidrolases 

 

Devido à importância dos estudos sobre a atividade de EH, diversos métodos de 

detecção da atividade dessa enzima têm sido desenvolvidos e estes têm sem mostrado eficazes 

e altamente sensíveis.  

 

1.4.1  Cromatografia 

 

Diversos ensaios utilizando cromatografia líquida (GIULIANO et al., 1980; 

WESTKAEMPER; HANZLIK, 1980), gasosa (PEDRAGOSA-MOREAU; ARCHELAS; 

FURSTOSS, 1993; BELOTI et al., 2013) e acoplada com espectrometria de massa (BELOTI 

et al., 2013; MORISSEAU et al., 2014) têm sido descritos na literatura. Nesses estudos, são 

separados epóxidos e dióis, com a finalidade de se determinar a atividade de enzimas EHs sobre 

diversos substratos. A enantiosseletividade também pode ser determinada através de 

cromatografia (LIU et al., 2006; VAN LOO et al., 2004; MONTERDE et al., 2004; SPELBERG 

et al., 1998; YILDIRIM et al., 2011), quando se utilizam colunas quirais (que separam os 

enantiômeros), o que permite calcular a concentração de cada enantiômero de epóxido ou diol 

e se determinar se a enzima é enantiosseletiva. 

 

1.4.2 Ensaio colorimétrico baseado em adrenalina (ensaio vermelho) 

 

O ensaio de adrenalina para a determinação da atividade da enzima EH, descrito por 

Cedrone e colaboradores (2005), é baseado na reação entre adrenalina e periodato de sódio 

(NaIO4), que tem como resultado a formação do adrenocromo vermelho e, consequentemente, 

de uma solução avermelhada. Em contrapartida, na presença de diol (produto da reação 

enzimática de EH), ocorrerá a oxidação do diol pelo periodato de sódio, resultando na formação 

de iodato de sódio (NaIO3), o que impede a formação do adrenocromo vermelho e causa a 

diminuição da intensidade da cor vermelha resultante. Portanto, a intensidade da coloração 

avermelhada será inversamente proporcional à formação de dióis pela reação com a enzima EH, 

ou seja, quanto mais dióis forem formados, menor será a intensidade do vermelho. A 

absorbância da reação pode ser medida na DO490 e é considerada uma medida indireta da 

atividade enzimática (figura 7). 



 

 

Figura 7. Esquema do teste de atividade enzimática baseado em adrenalina. O adrenocromo de cor vermelha 

é formado pela reação entre o periodato de sódio (NaIO4) com a adrenalina. Na presença de um substrato epóxido, 

a enzima EH formará o produto diol que será oxidado pelo NaIO4, formando iodato de sódio (NaIO3) que, por sua 

vez, não reage com a adrenalina e, portanto, não forma o adrenocromo vermelho, deixando a reação incolor. Dessa 

forma, a intensidade do vermelho pode ser determinada na DO490 e será uma medida da formação do diol (produto 

da reação de EH) e uma medida indireta da atividade de EH. 

 

1.4.3 Ensaio colorimétrico baseado em 4-(p-nitrobenzil)-piridina (ensaio azul) 

 

O ensaio azul baseia-se na reação de alquilação entre o 4-(p-nitrobenzil)-piridina (NBP) 

com o substrato epóxido remanescente da reação enzimática (HAMMOCK; HAMMOCK, 

1974). Após um determinado período de reação entre o NBP e o epóxido a 80 ºC, adiciona-se 

carbonato de potássio, que reage liberando o cromóforo azul p-nitrofenol. A intensidade do azul 

pode ser mensurada na DO570, oferecendo uma medição indireta da atividade enzimática, ou 

seja, quanto mais intensa a coloração azul, maior a quantidade de epóxido remanescente (não 

hidrolisado) e, consequentemente, menor a atividade enzimática (CEDRONE et al., 2005; 

ZOCHER et al., 1999; ZOCHER et al., 2000). 

 

1.4.4 Ensaio baseado em substratos fluorescentes 

 

Os ensaios realizados com substrato fluorescente são baseados no mecanismo de 

formação do fluoróforo dos α-cianoésteres, que ocorre da seguinte forma: com a abertura do 

grupo epóxido do substrato pela enzima EH, ocorre a desacilação (decomposição do grupo 

acila) e liberação do intermediário de cianidrina. Em condições básicas, a cianidrina 

rapidamente se decompõe em um íon de cianeto e 6-metoxi-2-naftaldeído, que é fluorescente 

(SHAN; HAMMOCK, 2001; WOLF et al., 2006) (figura 8). Esses substratos fluorescentes 

permitiram o desenvolvimento de vários ensaios cinéticos sensíveis e contínuos para a avaliação 

da atividade de EH. 

 

 



 

 
Figura 8. Mecanismo de formação do fluoróforo 6-metoxi-2-naftaldeído utilizado para detecção da 

atividade da enzima EH. A reação é baseada na hidrólise do grupo epóxido (do substrato PHOME) pela enzima, 

seguido de uma desacilação que resulta na liberação de uma cianidrina. Em condições básicas, a cianidrina 

rapidamente se decompõe em um íon de cianeto e 6-metoxi-2-naftaldeído (altamente fluorescente). 

 

1.4.5 Ensaio baseado em substratos radioativos 

 

A atividade de EH pode ser mensurada em reações com substratos radioativos marcados 

com trítio. Após determinado tempo, a reação enzimática deve ser interrompida com isooctano, 

para extração dos epóxidos presentes na fase aquosa. Em seguida, a quantidade de diol 

radioativo formado na fase aquosa é mensurada, utilizando-se um contador de cintilação líquida 

(BORHAN et al., 1995) 

 

1.5 Gênero Trichoderma 

 

Os fungos filamentosos têm grande importância nos estudos de Biotecnologia, pois 

apresentam vias metabólicas que sintetizam diversas moléculas, as quais podem ser empregadas 

em processos biotecnológicos, como: genes, peptídeos, enzimas, ácidos orgânicos, antibióticos 

e outros compostos com relevância para as indústrias: farmacêutica, química e de alimentação 

animal e humana (CHAMBERGO; VALENCIA, 2016). 

O gênero Trichoderma pertence ao filo Ascomycota, e tem mais de cem espécies 

identificadas. Geralmente, esses fungos são encontrados em solos do mundo inteiro, em raízes 

das plantas e outros materiais orgânicos (DRUZHININA; KOPCHINSKIY; KUBICEK, 2006). 

As espécies de Trichoderma são economicamente utilizadas para a produção comercial de 



 

enzimas (celulases, glucanases, pectinases, xilanases, dentre outras), como agentes de controle 

biológico de fungos fitopatogênicos, e em processos industriais (KLEIN; EVELEIGH, 1998; 

ZAFRA et al., 2015). No entanto, espécies desse gênero também causam efeitos negativos, 

como a contaminação de cultivos de cogumelos comerciais (SAMUELS et al., 2002, KOMON-

ZELAZOWSKA et al., 2007), e podem ser patógenos oportunistas de mamíferos 

imunocomprometidos, incluindo humanos, podendo até causar a morte do hospedeiro. Já 

existem relatos de infecções fatais e tratáveis pelas espécies Trichoderma longibrachiatum 

(KUHLS et al., 1999, PAREDES et al., 2016, MYOKEN et al., 2002, DRUZHININA et al., 

2008), Trichoderma viride (LOEPPKY et al., 1983, DE MIGUEL et al., 2005), Trichoderma 

harzianum (GUISERIX et al., 1996; GUARRO et al., 1999), Trichoderma pseudokoningii 

(ROTA et al., 2000, GAUTHERET et al., 1995), Trichoderma citrinoviride (KUHLS et al., 

1999) e Trichoderma koningii (CAMPOS-HERRERO et al., 1996, RAGNAUD et al., 1984). 

Dessa forma, fica evidente a importância de estudos relacionados à identificação e 

caracterização de novos agentes antifúngicos. 

As espécies de fungos pertencentes ao gênero Trichoderma têm grande participação em 

estudos sobre a produção de enzimas hidrolíticas, que incluem celulases, hemicelulases e 

quitinases (KLEIN; EVELEIGH, 1998). Muitas espécies desse gênero, com destaque para o 

mesofílico Trichoderma reesei, têm sido utilizadas na produção comercial de enzimas celulases 

e hemicelulases, utilizadas nas indústrias: têxtil e de alimentos. O sistema de celulases de T. 

reesei (MONTENECOURT et al., 1983) é, provavelmente, um dos mais extensivamente 

estudados em seus vários aspectos, tais como o mecanismo de ação das celulases (IRWIN et 

al., 1993; HENRISSAT, 1994) e regulação da expressão de seus genes (EL-GOGARY et al., 

1989; ABRAHÃO-NETO et al., 1995; HENRIQUE-SILVA et al., 1996; CARLE-URIOSTE et 

al., 1997). 

Devido à importância das espécies do gênero Trichoderma, o sequenciamento do 

genoma de T. reesei QM9414 (MARTINEZ et al., 2008) foi publicado pelo Joint Genome 

Institute (JGI, USA), financiado pelo Departamento de Energia norte-americano (DOE – USA). 

T. ressei QM9414 é uma cepa com capacidade de secretar grandes quantidades de celulases e 

hemicelulases que podem ser empregadas para conversão de biomassa em bioprodutos de 

utilidade industrial, como açúcar e etanol. 

T. ressei é um organismo modelo, usado para produção de proteínas homólogas e 

heterólogas. Porém, a partir de 2008, após o sequenciamento do seu genoma, diversos grupos 

de pesquisa têm investido no estudo da Biologia, Bioquímica, Fisiologia celular, manipulação 



 

gênica e enzimologia desse organismo, com a finalidade de explorar as possíveis utilizações 

biotecnológicas de tal espécie. 

A análise do genoma de T. reesei QM9414 (http://genome.jgi-

psf.org/Trire2/Trire2.home.html) permite identificar, computacionalmente, supostos genes 

codificadores de enzimas epóxido hidrolases solúveis, as quais apresentam alta similaridade e 

identidade com proteínas epóxido hidrolases, já caracterizadas de outros organismos.  

Na presente dissertação, são descritas as etapas de identificação, clonagem, expressão e 

purificação da enzima epóxido hidrolase (TrEH) do fungo Trichoderma reesei, bem como os 

ensaios de caracterização da atividade enzimática e enantiosseletividade, a identificação de 

inibidores de TrEH e as determinações das estruturas secundaria e terciaria. Os resultados 

obtidos mostram a caracterização desta enzima e suas potenciais aplicações biotecnológicas.  

 

 

  



 

CONCLUSÕES  

 

A utilização de enzimas para a obtenção de processos industriais mais sustentáveis é 

crescente e promissora; porém, muitas vezes, esse processo esbarra na viabilidade econômica 

da produção dessas proteínas. Por esse motivo, são fundamentais estudos para prospecção de 

novas enzimas e melhoramento da eficiência delas. Na presente dissertação, foram descritas as 

etapas de clonagem, expressão em E. coli,  purificação e caracterização estrutural e funcional 

de uma enzima epóxido hidrolase do fungo filamentoso Trichoderma reesei, denominada 

TrEH. Tal enzima possui 32%, 26%, 24%, 24% e 21% de identidade com as enzimas EH de 

Homo sapiens (PDB: 1S8O), Solanum tuberosum (PDB: 2CJP), Aspergillus niger (PDB: 

1QO7), Mycobacterium tuberculosis (PDB: 2E3J) e Agrobacterium radiobacter (PDB: 1EHY), 

respectivamente. TrEH apresentou atividade máxima no pH 7,2, mostrou-se altamente ativa nas 

temperaturas entre 23 a 50°C, e se mantém ativa após 20 minutos a 70°C; porém, apresenta, 

aproximadamente, 10% de atividade residual. O estudo da cinética enzimática de TrEH mostrou 

que a enzima é enantiosseletiva e hidrolisa, preferencialmente, o (S)-(-) óxido de estireno, (R)-

(-)-epicloridrina e (S)-(-)-1,2-epoxibutano, demonstrando que a enzima tem potencial para 

utilização em processos biotecnológicos relacionados à produção de produtos quirais. 

Os estudos da estabilidade conformacional de TrEH, realizados em dicroísmos circular, 

a diferentes temperaturas, sugeriram um mecanismo de desnaturação irreversível de dois 

estados. Por outro lado, os resultados dos estudos de atividade biológica mostraram uma 

atividade residual para temperaturas até 70°C, apontando à existência de um núcleo nativo 

residual que coexiste com formas desdobradas e, até mesmo, parcialmente dobradas. Além 

disso, os estudos conformacionais em diferentes valores de pH mostraram que TrEH é capaz 

de reter uma quantidade considerável de estrutura secundária ordenada em todas as faixas de 

pH, ácido, neutro e básico, que foi constituída, principalmente, por formas beta. Embora a 

atividade biológica não possa ser testada em todos os intervalos, uma atividade residual 

(aproximadamente 25%) permanece em pH 5, sugerindo que, pelo menos a esse pH, um núcleo 

nativo residual é preservado. 

Neste estudo, descrevemos, também, a caracterização da atividade da enzima TrEH 

sobre substratos radioativos. A enzima TrEH se mostrou ativa sobre todos os substratos 

testados; porém, apresentou maior atividade específica sobre o substrato 1 (óxido de trans-

difenilpropano, t-DPPO). Também realizamos o screening da biblioteca de substratos 

fluorescentes com o objetivo de encontrar o melhor substrato a ser utilizado na identificação de 

bons inibidores para a enzima TrEH. Dentre eles, o substrato PHOME (6) apresentou a maior 



 

atividade específica e foi escolhido para ser utilizado nas etapas posteriores. O screening do 

inibidor foi realizado, utilizando o substrato 6, e foram identificados os 90 melhores inibidores 

de TrEH, os quais foram testados novamente e identificou-se as 7 melhores moléculas 

inibidoras.  Dentre elas, seis que possuem, em suas estruturas, ureia (1318, Tk32, SDK-B4, 

Tk30, SHH6098 e T-AUCB) e um que possui amida (Cm-27.7).  

Os ensaios de inibição do crescimento fúngico mostraram que, dentre os inibidores 

testados, o inibidor Tk32 apresentou o menor IC50 e também foi a molécula que mais inibiu (> 

60%) o crescimento do fungo T. reesei. Esses dados podem contribuir substancialmente para o 

desenvolvimento de antifúngicos, uma vez que o gênero Trichoderma apresenta algumas 

espécies patogênicas. Entretanto, mais estudos devem ser realizados, a fim de melhorar a 

caracterização da atividade inibitória destas moléculas. Além disso, estudos de inativação do 

gene de TrEH devem ser realizados para determinação da relação entre a inibição da atividade 

da enzima e a inibição do crescimento fúngico. 

A cromatografia líquida acoplada com a análise de espectrometria de massa (LC-

MS/MS) da atividade de TrEH sobre epóxidos derivados de ácidos graxos mostrou que essas 

moléculas são substratos para TrEH, a qual apresentou melhor atividade sobre os regioisômeros 

8,9 EAG de ARA; 8,9 EAG de EPA; 14,15 EAG de EPA; 17,18 EAG de EPA; e sobre todos 

os regioisômeros de EAG de DHA. Esses dados podem trazer informações importantes sobre o 

metabolismo fúngico de lipídios e o mecanismo enzimático de EHs, podendo ser ferramentas 

úteis para se estudar as funções de ácido graxos em fungos.  

O conhecimento sobre a enantiosseletividade de TrEH, seus inibidores e sua atividade 

sobre epóxidos derivados de ácidos graxos tornam essa enzima bastante atraente para futuros 

estudos sobre metabolismo fúngico e aplicações em processos biotecnológicos relacionados à 

produção de produtos quirais e desenvolvimento de antifúngicos. 

Os dados obtidos da caracterização da atividade enzimática e estudo da estabilidade 

conformacional da enzima TrEH foram publicados no artigo intitulado: “Epoxide hydrolase of 

Trichoderma reesei: Biochemical properties and conformational characterization” (DE 

OLIVEIRA et al., 2016a; anexo A). Otimizações do ensaio colorimétrico vermelho para a 

análise dos parâmetros cinéticos foram publicadas no artigo intitulado: “Data set of optimal 

parameters for colorimetric red assay of epoxide hydrolase activity” (DE OLIVEIRA et al., 

2016b; anexo B). E a determinação da estrutura cristalográfica da enzima TrEH (na resolução 

de 1.7 Å) gerou uma terceira publicação intitulada “Structure of a soluble epoxide hydrolase 

identified in Trichoderma reesei”, (WILSON et al., 2017a; anexo D). 
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