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RESUMO 

Paiva, F.C.R. De. Estudos estruturais de enzimas envolvidas com ciclizações em vias de 

biossíntese de antibióticos. [tese (Doutorado em Microbiologia)] - Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

  

Os produtos naturais são uma fonte de compostos bioativos utilizados pelo homem para o 

tratamento de diversas doenças. Apesar do campo da química biológica ter avançado 

consideravelmente no entendimento de como a natureza produz vários desses compostos, ainda 

há muitos eventos pouco compreendidos. Atualmente esse campo de pesquisa tem ganhado a 

atenção da comunidade científica devido ao crescente interesse no entendimento das enzimas 

relacionadas com a biossíntese de produtos naturais e, também, devido a sua aplicabilidade em 

programas de biologia sintética para a produção de novos compostos. A formação de anéis 

heterocíclicos em produtos naturais é um dos eventos em que os mecanismos moleculares não 

são claramente conhecidos. O objetivo deste trabalho é caracterizar estruturalmente diferentes 

enzimas responsáveis pela biossíntese de anéis heterocíclicos por cristalografia de raios-X. Um 

aspecto interessante e único da biossíntese de poliéteres ionóforos é a formação de anéis centrais 

aparentemente formados por um mecanismo utilizando Diels-alderases. Já para os anéis 

benzoxazóis, uma ligase dependente de ATP e uma amidohidrolase parecem estar envolvidas 

na formação do anel. A enzima AjiA1 que participa na formação de um anel benzoxazol e as 

proteínas ciclases Tmn9 e Tsn15 responsáveis pela formação de anéis em poliéteres ionóforos 

tetronatos são estudadas neste trabalho. As análises estruturais da enzima AjiA1 indicam que 

essa enzima possui um conjunto de movimentos completamente novo durante o ciclo catalítico 

nos membros das AFEs (Adenylate-Forming Enzymes). A alternância de domínio não deve 

ocorrer nessa enzima, já que ela apresenta um evento de troca de domínio envolvendo uma alça 

C-terminal longa (loop swapping) que restringe o domínio C-terminal e bloqueia a enzima em 

uma única conformação. A estrutura de Tsn15 em complexo com seu intermediário de reação 

e a estrutura da enzima Tmn9 em complexo com seu cofator FAD foram determinadas. Tsn15 

e Tmn9 são estruturalmente homólogas às ciclases conhecidas como Diels-alderases. Apesar 

das reações Diels-Alder ocorrerem espontaneamente em água, nossos estudos evidenciam que 

a presença da enzima favorece a ocorrência da ciclização, permitindo que o substrato adquira 

uma posição favorável para a ocorrência da reação. A descrição dessas enzimas e as análises 

realizadas neste trabalho representam um avanço significativo no entendimento da biossíntese 

de diferentes produtos naturais. 

Palavras-chave: Cristalografia de raios X. Produtos naturais. Antibióticos. Ligase dependente 

de ATP. Diels-alderases. 



 
 

ABSTRACT 

 

Paiva, F.C.R. De. Structural studies of enzymes involved with cyclizations in antibiotic 

biosynthesis pathways. [thesis (Ph. D. thesis in Microbiology)] - Institute of Biomedical 

Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2020. 

 

Natural products are a source of bioactive compounds used by men to treat various diseases. 

Although the field of biological chemistry has advanced considerably in the understanding of 

how nature produces several of these compounds, there are still many events not sufficiently 

understood. Currently, this research area has gained the attention of the scientific community 

due to the growing interest in understanding the enzymes involved in the biosynthesis of natural 

products and, also, due to its applicability in synthetic biology programs aiming at the 

production of new compound derivatives. The formation of heterocyclic rings in natural 

products is one of the events in which the molecular mechanisms are not clearly known. The 

objective of this work was to structurally characterize different enzymes involved in the 

biosynthesis of natural products heterocyclic rings through protein X-ray crystallography. An 

interesting and unique aspect of ionophore polyether biosynthesis is the formation of central 

rings which are catalyzed by Diels-alderases. For benzoxazole antibiotics, an ATP-dependent 

ligase and an amidohydrolase appear to be involved in the formation of the ring. The enzyme 

AjiA1 that participates in the formation of a benzoxazole ring and the cyclases Tmn9 and Tsn15 

that are responsible for the formation of a pyran and a cyclohexane rings in tetronate containing 

ionophore polyethers are studied in this work. Structural analyzes of AjiA1 indicate that this 

enzyme has a completely new set of movements during the catalytic cycle, which is different 

from the other AFE family members (Adenylate-Forming Enzymes). Domain alternation 

should not occur in this enzyme, in contrast to the other members of this family, and instead, 

AjiA1 has a domain change event involving a long C-terminal loop (loop swapping) that 

restricts the C-terminal domain and blocks the enzyme in a single conformation. The structure 

of Tsn15 in complex with its reaction intermediate and the structure of the enzyme Tmn9 in 

complex with FAD coenzyme were determined. Both Tsn15 and Tmn9 are structurally 

homolog to cyclases known as Diels-alderases. Although the Diels-Alder reactions occur 

spontaneously in water, our studies propose that the presence of the enzyme favors the 

cyclization since the substrate can acquire a favorable position in the protein lumen for the 

reaction to occur. The description of these enzymes and the analyzes carried out in this work 

represent a significant advance in the understanding of the biosynthesis of different natural 

products. 

 

Key words: X-ray crystallography. Natural products. Antibiotics. ATP-dependent ligase. 

Diels-alderases.  
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 Descoberta e desenvolvimento de fármacos 

Os compostos naturais são geralmente derivados do metabolismo secundário de 

microrganismos e plantas e evoluíram na natureza em resposta às pressões seletivas e aos 

desafios do ambiente natural. Dessa forma, a natureza tem continuamente executado sua 

própria versão de química combinatória por mais de três bilhões de anos, quando se acredita 

que ocorreu o surgimento das bactérias na Terra. Os metabólitos gerados pela síntese 

combinatória da natureza são representados por uma grande variedade de estruturas exóticas 

ricas em estereoquímica e anéis concatenados (1). 

Historicamente, os produtos naturais têm sido fonte de 

muitas substâncias de uso medicinal. Produtos derivados de plantas dominaram a farmacopeia 

humana por milhares de anos. Em 1928, a penicilina foi descoberta por Alexander Fleming, 

acrescentando os microrganismos como importantes fontes de novos medicamentos. O papel 

dos produtos naturais na descoberta de novos fármacos foi diminuído com a descoberta de 

novas fontes de compostos bioativos, como: a síntese orgânica guiada pela estrutura-atividade, 

a síntese combinatória e pela química computacional/modelagem molecular (in sílico). Os 

avanços da química, farmacologia e biologia molecular a partir de meados do século XX 

diminuíram sensivelmente o interesse em produtos naturais entre os anos de 1984 e 2003, o 

que se traduziu em um menor volume de investimentos da i ndústria farmacêutica nesse setor. 

Gradativamente os produtos sintéticos ganharam posição de destaque no arsenal terapêutico. 

Entretanto, diminuiu também, nos últimos anos, o número de novos fármacos lançados no 

mercado, principalmente aqueles que são totalmente sintéticos  e ,  a s s i m ,  pôde-se observar 

um ressurgimento no interesse por produtos naturais como fonte de novas substâncias 

bioativas. Os avanços nas técnicas de separação, purificação e identificação de misturas 

complexas de produtos e a diversidade estrutural presente na natureza são os fatores 

responsáveis por esse renovado interesse (2-4). 

Dentre os microrganismos, os actinomicetos representam um grupo diversificado de 

bactérias filamentosas gram-positivas caracterizadas pelo alto conteúdo de GC (guanina e 

citosina) em seus genomas e por um ciclo de vida complexo envolvendo diferenciação 

morfológica. Os gêneros Mycobacterium, Actinomyces, Nocardia, Streptomyces e 

Micromonospora pertencem a esse grupo (5). Em particular, Streptomyces spp. produz uma 

ampla gama de produtos naturais bioativos, aproximadamente 60 % dos antibióticos 

conhecidos. Devido à complexidade dos produtos naturais, múltiplos genes são frequentemente 
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necessários para a sua biossíntese e esses genes são tipicamente reunidos em um agrupamento 

gênico biossintético (BGC – do inglês Biosynthetic gene cluster) (6-8).  

Os produtos naturais provenientes de microrganismos podem ser biossintetizados por 

megaenzimas denominadas policetídeos sintases (PKSs) (9), peptídeos sintases não 

ribossomais (NRPSs) (10) ou outros mecanismos como: peptídeos ribossomais (RIPPs) (11), 

vias biossintéticas que modificam precursores da via glicolítica (12) e vias que modificam o 

ácido corísmico produzido pela via do ácido chiquímico (13). Alguns produtos naturais são 

também sintetizados pela combinação das vias PKSs e NRPSs (14). 

 

1.2 Formação de anéis heterocíclicos em produtos naturais 

Os anéis heterocíclicos são componentes importantes de muitos produtos naturais 

bioativos, sendo frequentemente necessários para a bioatividade. Além disso, a presença desses 

anéis aumenta a complexidade estrutural desses compostos e confere rigidez conformacional e 

estabilidade para a ligação ao alvo (15, 16). A distribuição eletrônica e as propriedades 

moleculares dos anéis heterocíclicos contribuem ainda mais à sua versatilidade química, uma 

vez que esses anéis podem interagir com eletrófilos ou nucleófilos, podem se comportar como 

um ácido ou uma base e muitas vezes atuam como ligantes para coordenar complexos metálicos 

(17, 18). A natureza evoluiu para fornecer uma ampla variedade de anéis heterocíclicos por 

meio de diversas vias biossintéticas e novas atividades enzimáticas continuam a ser descobertas 

(19, 20). Os produtos naturais podem ter vários passos em suas biossínteses e suas estruturas 

podem ser modificadas por diversas classes de enzimas. 

Em policetídeos e peptídeos há enzimas que introduzem, retiram, ou modificam grupos 

químicos em suas cadeias (21), como a adição de grupos aminos, amidos, acetil, glicosídeos 

(22), a deleção de grupos hidroxilas, reduções, oxidações (23) ou ainda a formação de anéis em 

suas estruturas (24). As enzimas que catalisam essas reações, as denominadas enzimas alfaiates 

do inglês tailoring enzymes, são de grande interesse da indústria farmacêutica haja vista suas 

aplicabilidades em biologia sintética e biossíntese combinatorial. Elas podem auxiliar na 

produção de novos derivados de antibióticos que apresentem novos mecanismos de ação, 

aumento da eficiência biológica ou contornem mecanismos de resistência (21). 

Os produtos naturais derivados do ácido corísmico ou de intermediários da via 

glicolítica também apresentam várias enzimas que modificam seus precursores, levando a 

produção de moléculas incomuns. Precursores são fusionados entre si formando estruturas 

complexas como o observado em antibióticos aminoglicosídeos, derivados de glicose, (12) ou 

no cloranfenicol, derivado do ácido corísmico (25). 
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As enzimas alfaiates e as enzimas que atuam na formação de diferentes tipos de anéis 

pela fusão de grupos ou cadeias laterais de aminoácidos têm cada vez mais despertado o 

interesse de pesquisadores devido às suas peculiaridades e aos seus mecanismos não usuais de 

catálise (26-28). 

 

1.3 Poliéteres Ionóforos 

Uma das famílias mais comuns entre os produtos naturais derivados de microrganismos 

é a dos policetídeos, que são diversos estruturalmente e apresentam um amplo repertório de 

atividades biológicas. Exemplos de policetídeos são antibióticos como a eritromicina, a 

penicilina, o imunossupressor tacrolimus (FK506), o antitumoral epotilona e os antibióticos de 

uso veterinário evermectina, monensina e lasalocida (29). Esses dois últimos compostos, a 

monensina e a lasalocida, são ainda pertencentes a uma classe de produtos naturais denominada 

poliéteres ionóforos. 

Embora não se tenha no mercado nenhum poliéter utilizado para o tratamento 

humano, seu uso ocorre como aditivo em rações para ruminantes em alguns países (30). 

Porém, esses compostos já se mostraram ativos contra várias enfermidades humanas 

apresentando propriedades bioativas: antitumorais, antituberculosas e antimaláricas, o que 

remete a um crescente interesse por essa classe de moléculas (31-33). 

Os poliéteres ionóforos policíclicos são geralmente ramificados, polioxigenados e seus 

éteres cíclicos têm afinidade por cátions metálicos monovalentes ou divalentes. A ligação desses 

cátions metálicos dentro de uma matriz hidrofóbica causa o seu sequestro e evita assim sua 

difusão através da membrana. Dessa forma, os poliéteres ionóforos exercem sua atividade 

biológica pela destruição fisiológica do gradiente de íons na membrana plasmática das 

células. Entre os antibióticos dessa classe estão inclusos a lasalocida, a monensina, a 

tetronomicina, a tetronasina, a nigericina e a salinomicina (34). Todos esses compostos têm suas 

rotas biossintéticas determinadas (35, 36). 

A biossíntese dos poliéteres ionóforos policíclicos se inicia pela condensação de 

moléculas derivadas de acetato, proprionato e butirato por uma PKS do tipo I e modificações 

posteriores são adicionadas por glicosiltransferases, O-metiltransferases, hidroxilases e óxido-

redutases (34). 

Os antibióticos tetronomicina e tetronasina são poliéteres ionóforos com estruturas 

extremamente similares, porém as configurações de seus centros quirais são opostas (Figura 

1). 
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Figura 1. Estruturas químicas da tetronomicina (a) e da tetronasina (b). 

 

A natureza apresenta um evento evolutivo extremamente elegante para a biossíntese 

desses dois compostos em organismos diferentes, sendo eles S. longisporoflavus e 

Streptomyces sp. NRRL 11266 para tetronasina e tetronomicina, respectivamente. Assim, a 

biossíntese desses compostos tem reações que envolvem reconhecimento por 

estereoespecificidade (37). 

 

1.3.1 Diels-alderases em poliéteres ionóforos tetronatos 

O ácido tetrônico (um anel de 5 membros) pode estar presente em diversos produtos naturais 

como alcaloides, terpenos, macrolídeos e taninos. Os produtos naturais que apresentam este 

grupo funcional são chamados de tetronatos (38). O ácido tetrônico pertence à classe dos 4-

hidroxibutenolídeos, que são caracterizados por um anel 4-hidroxi-2(5H)-furano e pode ser 

encontrado em poliéteres como a tetronomicina e a tetronasina (39). Os tetronatos são uma classe 

diversa e interessante de produtos naturais com potencial clínico (39, 40), apresentando uma 

grande diversidade de atividades biológicas, como a inibição da replicação do HIV (41) e  a 

inibição do crescimento de células tumorais (39).  

Os tetronatos podem ser divididos em dois grupos: tetronatos lineares e espirotetronatos. Os 

tetronatos lineares apresentam uma unidade de ácido tetrônico ligado a um policetídeo linear ou 

a um esqueleto de ácido graxo. Em contraste, os espirotetronatos são caracterizados por ter a 

fração de ácido tetrônico em ligação espiro com um anel ciclo-hexeno. Os espirotetronatos têm 

atraído a atenção de pesquisadores devido à formação da unidade espirotetronato que é 

provavelmente formada através de uma cicloadição [4 + 2] intramolecular ou reação Diels-

Alder. A reação de Diels-Alder é uma reação química entre um dieno conjugado e um alceno 

substituído, comumente denominado dienófilo, que sob ação de calor forma um derivado de 

ciclohexeno substituído (42). Nos espirotetronatos, um duplo exocíclico presente no anel 
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tetronato sofre a cicloadição [4 + 2] com o dieno terminal do policetídeo linear. A presença de 

uma reação Diels-Alder biossinteticamente imprescindível sugere que uma enzima possa ser 

necessária para realizá-la, uma proposta amplamente discutida (39, 43-46). 

Apesar de seu uso generalizado na química orgânica sintética, não é claro se enzimas 

evoluíram para catalisar as reações de Diels-Alder. Várias enzimas Diels-alderases foram 

descritas, SpnF da via biossintética da spinosina (26), LovB da via de biossíntese da lovastatina 

(47) e SPS da via biossintética de solanopirona (48), por exemplo. Porém, essas reações também 

podem ocorrer espontaneamente e as enzimas que as catalisam frequentemente têm outras 

funções distintas, tornando pouco claro se a ciclização é a função evolutiva dessas enzimas ou 

uma atividade secundária. 

A primeira via para a qual a formação de espirotetronatos foi demonstrada in vitro com uma 

enzima que catalisa uma cicloadição [4 + 2] foi a via de biossíntese de versipelostatina (Figura 

2). 

 

 

Figura 2. Estrutura da versipelostatina de Streptomyces versipellis 4083-SVS6. 

 

A versipelostatina é um espirotetronato produzido por uma PKS modular de tipo I em 

Streptomyces versipellis 4083-SVS6. Ela regula a transcrição do gene que codifica a proteína 

Grp78, uma chaperona retículo endoplasmática envolvida em doenças como Alzheimer e 

Parkinson (49). Dentro do BGC para versipelostatina, uma proteína pequena de 142 

aminoácidos, a VstJ, foi identificada como responsável por catalisar a reação de Diels-Alder 

entre a ligação dupla exocíclica do tetronato e o terminal 1,3-dieno do policetídeo intermediário 

(50) (Figura 3). 
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Figura 3. Formação de espirotetronato catalisada por enzima da biossíntese de versipelostatina. 

  

A identificação de VstJ como uma Diels-alderase formadora de espirotetronatos permitiu 

que os genomas de outras Actinobactérias produtoras de espirotetronatos fossem pesquisados 

para identificar proteínas homólogas. Um resultado interessante dessa pesquisa por homologia 

foi a descoberta de que Tmn8 e Tsn15, enzimas de função desconhecida dentro dos clusters 

gênicos da biossíntese de tetronomicina (Tmn) e tetronasina (Tsn), respectivamente, são 

homólogas a VstJ (50). Tmn e Tsn são antibióticos poliéteres ionóforos tetronatos produzidos 

por enzimas PKS de Tipo I (37, 51). 

A presença de duas ciclases presentes nos conjuntos de genes de tetronomicina, Tmn8 e 

Tmn9, e de tetronasina, Tsn11 e Tsn15, sugere que a formação desses anéis é catalisada por 

esses homólogos de ciclase (Figura 4). Entender como isso ocorre nos níveis mecanísticos e 

estrutural se faz de suma importância dentro da bioquímica de produtos naturais microbianos. 

 

 

Figura 4. Clusters gênicos da tetronomicina e da tetronasina. 

 

1.4 Benzoxazóis 

 A natureza ainda apresenta outras estratégias para a formação de outros anéis, como por 

exemplo, a biossíntese de compostos com anéis benzoxazóis. A família de compostos 

benzoxazóis inclui produtos naturais com atividade antileishmania como o A33853 (52), 

antitumoral como o Nataxazol (53), atividade ionofórica como a Calcimicina (54), 

 

VstJ 
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antimicrobiana como a Caboxamicina (55) e citotóxica como UK-1 (56) e AJI9561 (57) 

produzidos por Streptomyces sp. A fração característica dessa família de compostos é um anel 

oxazol heterocíclico fundido com um anel benzeno que forma o motivo benzoxazol. 

 O composto A33853, isolado do Streptomyces sp. NRRL 12068, mostra uma excelente 

bioatividade contra leishmaniose e é um benzoxazol formado por duas moléculas de ácido 3-

hidroxiantranílico (3-HAA) e uma unidade de ácido 3-hidroxipicolínico (3-HPA) derivado do 

corismato (58). A determinação do cluster gênico para esse composto bioativo mostra que na 

sua biossíntese há a participação de uma série de enzimas pouco usuais (52). Uma coenzima-A 

ligase (BomJ) dependente de ATP e uma amidohidrolase (BomN) parecem estar envolvidas na 

montagem do anel benzoxazol. BomJ catalisa uma adenilação dependente de ATP de um 

substrato de carboxilato na sua forma tiolada correspondente. A ativação do grupo carboxílico 

do precursor para a formação subsequente da ligação amida ocorre através de um ataque 

nucleofílico direto do grupo amino de um 3-HAA para o grupo acila de outro 3-HAA ligado a 

AMP. BomJ parece pertencer a superfamília das AFE (Adenylate-Forming Enzymes) por conter 

um motivo de ligação de AMP conservado (59). Uma análise preliminar utilizando a sequência 

da BomJ revela que ela apresenta uma identidade de aproximadamente 27 % com CoAs ligases. 

BomN catalisa a reação de heterociclização do anel de benzoxazol por um mecanismo catalítico 

ainda não conhecido.  

 O composto AJI9561 (Figura 5) é estabelecido como um derivado do agente antitumoral 

UK-1, que exibe atividade citotóxica (57).  

 

Figura 5. a) Anel benzoxazol; b) Estrutura de AJI9561, um composto benzoxazol. 

  

 AJI9561 contém um esqueleto composto por duas moléculas de ácido 3-hidroxiantranílico 

(3-HAA) e uma unidade de ácido 6-metilsalicílico (6-MSA) (60). Embora o BGC desse 

composto ainda não tenha sido publicado, este foi identificado pelo grupo do Prof. Peter 

Leadlay, Universidade de Cambridge-UK, e a sequência gênica para ajiA1 é altamente similar 

ao gene bomJ.  
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Devido à ampla gama de atividades biológicas, os benzoxazóis constituem uma importante 

classe de compostos terapêuticos e biotecnológicos e chamam a atenção dos químicos para a 

síntese de novos derivados. No entanto, a biossíntese de compostos benzoxazóis ainda não foi 

explorada em detalhes (60), bem como sua produção por actinomicetos. 

1.5 Métodos para o estudo da estrutura de uma proteína 

O estudo dos genes e enzimas responsáveis pela biossíntese de produtos naturais foi 

bastante facilitada pelos recentes avanços nos métodos para a determinação da estrutura 

tridimensional de uma proteína. A informação estrutural é essencial para entender como as 

moléculas biológicas funcionam e fornece conhecimento para a obtenção de novos 

medicamentos. 

A cristalografia de raios-X é uma ciência dedicada ao estudo da estrutura molecular e 

cristalina, bem como das relações entre essa estrutura e suas propriedades. Embora a estrutura 

3D de macromoléculas pode ser obtida através de diversos métodos experimentais, tais como a 

ressonância magnética nuclear (RMN) e a criomicroscopia eletrônica, a cristalografia de raios-

X ocupa papel de destaque nesse processo, visto que 90 % das macromoléculas depositadas no 

PDB (Protein Data Bank) têm sua estrutura 3D determinada pelo método de cristalografia de 

raios-X (61). 

Na cristalografia, o espaçamento dos átomos em uma estrutura cristalina pode ser 

determinado pela medida das fases e intensidades de pontos produzidos por um feixe de raios 

X de certo comprimento de onda, depois que o feixe tenha sido difratado pelos elétrons dos 

átomos de proteínas presentes no cristal. Um cristal arranja um número grande de moléculas na 

mesma orientação, dessa maneira é esperado que as ondas espalhadas possam ser adicionadas 

em fase aumentando o sinal a um nível que possa ser medido. A combinação dos pontos difração 

de diferentes imagens, mais a obtenção da informação de sua fase (obtida por métodos 

experimentais ou computacionais) utilizando uma transformada de Fourier permite a 

construção de um mapa de densidade eletrônica que está relacionado com a posição dos átomos 

na rede cristalina (62). 

A produção de proteínas heterólogas em Escherichia coli tem facilitado a obtenção de 

proteínas para caracterização bioquímica, produção de anticorpos e determinação da estrutura 

tridimensional (63). Uma etapa fundamental para se alcançar sucesso na cristalização é a 

obtenção do alvo molecular em quantidade e pureza suficiente para os estudos cristalográficos. 

A concentração média utilizada para determinação das estruturas de proteínas depositadas no 

PDB é de 14 mg.mL-1. No entanto, há exemplos de estruturas cristalizadas entre 2 e 100 mg.mL-
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1. A produção heteróloga da proteína tem como principais vantagens maior rendimento de 

proteína, uso de organismos de baixo nível de segurança com meios de cultura bem 

estabelecidos, maior facilidade na purificação e possibilidade de produzir diferentes 

construções da proteína (61, 64). 

A expressão de proteínas com cauda de histidina (His-tag) tem possibilitado a obtenção 

de alto grau de pureza para ensaios cristalográficos, necessários para a compreensão da estrutura 

e função da proteína alvo (65). A coluna utilizada HisTrap HP consiste em uma matriz sólida 

de agarose contendo grupos quelantes imobilizados carregados com íons Ni2+, os quais se ligam 

às histidinas expostas na superfície das proteínas. O imidazol é um composto semelhante ao 

radical da histidina e atua como competidor nas interações com o níquel, favorecendo o 

desligamento das proteínas da coluna. Já a cromatografia por exclusão molecular separa as 

proteínas de acordo com o tamanho. A coluna é constituída por uma matriz de pequenas esferas 

porosas empacotadas. Ao fazer passar a solução de proteínas pela matriz da coluna, as 

moléculas pequenas entram nos poros das esferas demorando a atravessá-los, enquanto que as 

moléculas grandes passam entre as esferas sendo separadas primeiro (62). 

A cristalização de macromoléculas baseia-se em um conjunto diverso de princípios e 

não há uma teoria abrangente ou mesmo uma base de dados fundamentais para orientar os 

esforços experimentais. Como consequência, o crescimento do cristal macromolecular é em 

grande parte de natureza empírica e exige paciência, perseverança e intuição (66). 

A obtenção de cristais adequados para os experimentos de difração de raios-X é 

fundamental para a determinação da estrutura tridimensional de macromoléculas. O fenômeno 

de cristalização ocorre quando a molécula em estudo precipita de modo lento e ordenado, 

formando cristais. O processo ocorre em condições controladas, incluindo uma solução 

supersaturada da proteína de interesse, agentes precipitantes, condições controladas de 

temperatura, força iônica e em pequenos intervalos de variação de pH. As propriedades da 

proteína, como distribuição de cargas na superfície, presença de regiões flexíveis e distribuição 

de conformações têm impacto significativo no fenômeno de cristalização. A técnica de Thermal 

Shift (Thermofluor) para realizar a troca do tampão da proteína para aquele que concede maior 

estabilidade à molécula pode também ajudar no sucesso da cristalografia (67, 68). 

Para o maior entendimento da função de uma proteína, é preciso conhecer sua 

flexibilidade e movimentos ao longo do tempo, agregando informação às imagens estáticas de 

uma biomolécula obtidas por exemplo por cristalografia. Nas décadas de 70 e 80, a atividade 

biológica das proteínas começou a ser relacionada à sua dinâmica molecular e não apenas à sua 

estrutura (69). A dinâmica molecular (DM) é definida pela IUPAC (International Union of Pure 
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and Applied Chemistry) como um procedimento de simulação que consiste na computação do 

movimento dos átomos em uma molécula ou de átomos individuais ou moléculas em sólidos, 

líquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton. Essa técnica descreve, 

portanto, a variação do comportamento molecular como função do tempo. A DM faz parte dos 

métodos denominados Clássicos também chamados de métodos de mecânica molecular, em 

oposição aos métodos baseados na mecânica quântica. A maioria dos fenômenos biológicos, 

como por exemplo a associação de substratos a enzimas, está associada à flexibilidade de 

biomoléculas. Considerando esses movimentos, a DM nos possibilita obter modelos de 

moléculas muito mais próximos da realidade biológica (70). 

Devido à complexidade dos sistemas biológicos, uma abordagem colaborativa e 

multidisciplinar que se vale da complementariedade de técnicas se faz essencial para uma 

compreensão global desses sistemas. Simulações de DM podem fornecer simultaneamente 

informações com alta resolução atômica e temporal de uma proteína em solução aquosa, 

auxiliando na descoberta das relações entre estrutura, dinâmica e função. As técnicas de 

simulações computacionais por DM são de uso comum nas ciências, sendo amplamente 

discutidas na literatura (71-76). A técnica se baseia na determinação do movimento dos átomos 

de um sistema de interesse a partir do conhecimento das configurações iniciais (posições), dos 

potenciais de interação entre eles e das equações que regem o movimento. Além disso, a correta 

representação do sistema em um determinado estado termodinâmico exige uma série de 

aproximações, tal como o uso de condições periódicas de contorno, somas de Ewald, 

termostatos, entre outros (70, 75-79). As interações interatômicas e intermoleculares são 

representadas por potenciais efetivos clássicos (campos de força) entre átomos individuais (all-

atoms models) ou entre grupos específicos de átomos (united-atoms models ou Coarse-Grain 

models) (71, 79). As interações entre pares atômicos não diretamente ligados na molécula, bem 

como entre átomos em moléculas distintas são descritas pela soma de potenciais de Lennard-

Jones e de Coulomb. Existem diversos campos de força desenvolvidos especificamente para 

proteínas, sendo OPLS (80, 81), GROMOS96 (82), CHARMM (83) e AMBER (84) os mais 

utilizados. A partir das configurações iniciais de um modelo, o método de DM requer 

velocidades iniciais para todos os átomos da caixa de simulação. Uma maneira de obter essas 

velocidades é atribuí-las de forma aleatória a todos os átomos, por meio da distribuição de 

Maxwell-Boltzmann em que a energia cinética do sistema é determinada de maneira 

aproximada pela temperatura. 

Ao final de uma simulação de DM são obtidos conjuntos de coordenadas e velocidades 

que representam a evolução temporal do sistema nas condições termodinâmicas selecionadas. 
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A partir da média temporal de uma grandeza calculada ao longo de uma trajetória é possível 

obter propriedades microscópicas e macroscópicas do sistema representativas de 

comportamentos biológicos medidos experimentalmente (70). 

 

1.6 Justificativa 

Entre 1940 e 1970, quase todas as principais classes de antibióticos foram descobertas, 

incluindo as tetraciclinas, os macrolídeos e os aminoglicosídeos (85, 86). No mesmo período, o 

número de cepas resistentes a esses novos medicamentos também cresceu, devido à pressão de 

seleção dos antibióticos sobre os patógenos. Os genes que conferem resistência a antibióticos 

(genes de resistência) podem inclusive serem transferidos de uma cepa resistente para uma cepa 

não resistente por um processo chamado transferência horizontal de genes (87). Inúmeros 

mecanismos de resistência a antibióticos em bactérias têm sido caracterizados (88). A pesquisa 

por novas moléculas bioativas é de suma importância, uma vez que várias doenças infecciosas 

não são ainda controladas adequadamente pelos antibióticos existentes e o desenvolvimento de 

patógenos resistentes exige a contínua descoberta de novos fármacos. 

A formação de anéis heterocíclicos em compostos naturais é um evento bastante comum, 

porém pouco compreendido e somente recentemente as bases bioquímicas e moleculares de sua 

formação começaram a ser reveladas. A maioria desses anéis são formados por reações 

enzimáticas pouco usuais ou por enzimas que apresentam novas funções. Cada vez mais há 

interesse em entender os mecanismos enzimáticos e/ou a estrutura das enzimas envolvidas na 

biossíntese das moléculas que possuem esses anéis, a fim de se manipular os passos na tentativa 

de obtenção de compostos derivados, como demonstrado por Luhavaya et al., 2015 (28). Esses 

estudos têm ganhado um forte interesse da comunidade científica da área de química biológica 

e grupos de pesquisa que estudam esses mecanismos têm produzido trabalhos de altíssima 

excelência na área (26-28, 41, 89). Do ponto de vista estrutural, essas enzimas apresentam baixa 

similaridade com qualquer outra proteína que tenha sua estrutura resolvida, o que pode levar a 

descoberta de novos tipos de enovelamento.  

Assim sendo, realizar estudos estruturais a respeito dessas classes de moléculas é de grande 

valor científico devido à possibilidade de se gerar resultados com alto impacto científico. Este 

trabalho não só poderá contribuir com aplicações em biologia sintética na manipulação das vias 

biossintéticas de produtos naturais, como também levou a determinação de estruturas 

cristalográficas completamente novas que poderão ser publicadas em revistas de alto impacto 

científico. 
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2 OBJETIVOS  

Objetivo Geral: 

Caracterizar estruturalmente diferentes enzimas responsáveis pela biossíntese de anéis 

heterocíclicos em poliéteres ionóforos policíclicos e benzoxazóis. Com este estudo, espera-se 

obter informações que contribuam para o entendimento de reações incomuns realizadas pela 

natureza e que podem fornecer importantes insights para as áreas de biologia sintética e 

biossíntese combinatorial. 

 

Objetivos Específicos: 

• Elucidar a estrutura tridimensional das enzimas: Tmn9 e Tsn15 da biossíntese de 

tetronomicina e tetronasina, respectivamente (responsáveis pela formação do anel central 

desses poliéteres ionóforos tetronatos) e da enzima AjiA1 da biossíntese do composto Aji9561 

(responsável pela formação do anel benzoxazol desse composto) que foi recentemente 

identificada pelo nosso colaborador, o Prof. Peter Leadlay, Universidade de Cambridge-UK; 

 

• Realizar análises de comparação estrutural com homólogos e propor mecanismos de 

catálise das enzimas: Tmn9, Tsn15 e AjiA1; 

 

• Estabelecer a atividade enzimática de AjiA1 por meio de uma abordagem in vitro; 

 

• Estudar a estrutura e a dinâmica do sítio de ligação da enzima Tmn9 

computacionalmente por meio de modelagem molecular multiescala (ancoragem e Dinâmica 

Molecular). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 Clonagem  

Os genes das enzimas AjiA1, Tmn9 e  Tsn15 foram clonados em vetor de expressão 

do tipo pET28a com cauda de histidina no N-terminal pelo grupo de Pesquisa do Prof. Peter 

Leadlay da University of Cambridge-UK para expressão recombinante em E. coli.  

 

3.2 Produção de proteínas recombinantes 

Transformações foram realizadas em células competentes por choque térmico, 

inicialmente em E. coli DH5α para amplificação do plasmídeo e posteriormente em cepas 

de E. coli BL21(DE3) para a expressão da proteína de interesse. 

As células da cultura foram crescidas a 37 °C sob agitação de 200 rpm, sendo seu 

crescimento monitorado em espectrofotômetro até alcançar uma leitura de densidade óptica 

(DO600) de 0,6. Nesse momento, foi adicionado o indutor de expressão IPTG (Isopropil β-D-1-

tiogalactopiranosídeo) para uma concentração final de 1 mM. Após a adição do indutor, os 

cultivos foram mantidos à 18 °C por 18 horas. Ao final desse processo, os meios foram 

centrifugados a 4500 rpm por 30 minutos para armazenamento do pellet a -20 °C. Foram 

expressos 8 litros de meio LB de cada enzima. 

 

3.3 Purificação  

Para a purificação, o pellet foi descongelado e as células ressuspendidas em Tampão A 

(descrito a seguir), a fim de se homogeneizar a amostra. Em seguida foi adicionado 400 µL 

do inibidor de protease PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila) 10 mM para evitar a degradação 

proteolítica por proteases bacterianas, 400 µL de DNAse 1 mg.mL-1 e 200 µL de lisozima 10 

mg.mL-1. As células foram rompidas com auxílio de sonicador ultrassônico 

(BransonSonifier) em 30 % de amplitude, com pulsação de 1 em 1 segundo, por 6 minutos e a 

solução celular foi centrifugada por 60 minutos à 12000 rpm para a separação das fases 

solúvel e insolúvel. 

As proteínas expressas com os vetores utilizados nesse trabalho possuem em seu amino-

terminal uma cauda de histidina que auxilia na purificação da proteína. Dessa forma, as 

proteínas solúveis foram purificadas inicialmente através de cromatografia de afinidade ao 

níquel em coluna HisTrap HP de 5 mL (GE Healthcare) e posteriormente por meio de 

cromatografia de exclusão molecular, ambas utilizando aparelho ÄKTA Purifier ou ÄKTA start 

(GE Healthcare). 
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Na cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC), a coluna foi 

previamente equilibrada com o mesmo tampão utilizado na lise das células (tampão A – 500 

mM Hepes pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 % glicerol). Após a aplicação da fração solúvel do lisado, 

a coluna foi lavada com 10 volumes de coluna de tampão A, ou até que nenhuma leitura de 

absorbância a 280 nm fosse observada. A eluição das proteínas que se ligaram à coluna foi 

feita utilizando um gradiente de concentração crescente com o tampão de lise contendo 

imidazol 500 mM (tampão B).  

As frações de proteína coletadas foram centrifugadas até um volume de 1-2 mL e 

submetidas a uma nova etapa de purificação por cromatografia de exclusão molecular com a 

utilização das colunas HiLoad 16/60 Superdex 200 ou HiLoad 16/60 Superdex 75 (GE 

Healthcare Life Sciences). Foi utilizado para essa purificação o tampão 50 mM Hepes pH 8,0 

e 300 mM de NaCl. A coluna foi equilibrada com 1,2 volume de coluna de tampão e eluída com 

1 volume de coluna de tampão após a amostra ter sido injetada. Frações que continham as 

proteínas de interesse foram unidas, concentradas e tiveram suas concentrações dosadas 

para, se possível, serem submetidas a ensaios de cristalização. 

Amostras recolhidas ao longo de todo o processo foram submetidas à análise por SDS-

PAGE. 

 

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS - Análise da expressão e purificação das 

proteínas 

A expressão das proteínas e o resultado da purificação foram analisados em géis de 

SDS-PAGE 15 % corados com Coomassie Blue brilhante. O marcador de peso molecular 

utilizado foi o Marcador molecular Precision Plus – 250 kD (BioRad). 

 

3.5 Determinação da concentração proteica 

As frações com a proteína de interesse foram concentradas em filtros de 

ultracentrifugação AmiconUltra-15 (Millipore) e a dosagem das proteínas foi realizada em 

Nanodrop® ou BioDrop µLITE (Analítica ou Biochrom). Os coeficientes de extinção para as 

proteínas fusionadas ou não com a cauda de histidina foram obtidos através do programa 

ProtParam (90), hospedado no servidor proteômico ExPASy - Expert Protein Analysis System 

(91). As proteínas purificadas foram armazenadas em alíquotas de 50 µL em temperatura de -

80 C. 
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3.6 Ensaios de cristalização das proteínas 

O sistema de sitting drop (gota sentada) foi utilizado para os testes de cristalização com 

os screens padronizados e comercializados pela Jena Bioscience e Hamptom Research. Nessa 

etapa foi utilizado um robô de cristalização Oryx 4 (Douglas Instruments), presente em nosso 

laboratório (LBEA-Laboratório de Biologia Estrutural Aplicada), para a realização de 

scrennings utilizando vários kits de condições de cristalização. Foram utilizadas placas de 96 

poços MRC2 (Swissci) onde foram depositados 30 µL de condição em cada poço e na gota 0,3 

µL de condição mais 0,3 µL de proteína a uma concentração em torno de 10 mg.mL-1 

dependendo da proteína em questão. 

Quando da obtenção de cristais, esses foram otimizados variando-se parâmetros como 

pH, concentração de proteínas ou precipitantes. A otimização foi realizada manualmente pelo 

método de gota pendurada (hanging drop) em placas VDX de 24 poços (Hampton Research). 

As placas foram armazenadas à 18 ºC. 

A proteína Tmn9 foi enviada ao robolab (plataforma de cristalização automatizada) 

presente nas dependências do Laboratório Nacional de Biociências (LNBIO-CNPEM) para 

tentativa de cristalização, uma vez que hits não surgiram nos testes de cristalização feitos em 

nosso laboratório. 

Os cristais foram colhidos da gota de cristalização e transferidos para uma solução 

crioprotetora contendo a solução de cristalização e 30 % de glicerol (Tsn15 e Tmn9) ou 15 % 

de etilenoglicol (AjiA1). Os cristais foram então congelados rapidamente em nitrogênio líquido 

usando laços de náilon para posterior coleta de dados. 

Quando hits não foram obtidos ou visando melhorar a qualidade dos cristais, foram 

feitas alterações no tampão no qual a proteína se encontrava ou ainda alterações na concentração 

da proteína. 

 

3.7 Ensaio de Thermofluor 

Com o propósito de buscar um tampão que estabilizasse as proteínas para aumentar a 

probabilidade de cristalização, realizou-se ensaios de Thermofluor. Os ensaios foram feitos no 

aparelho CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) em placa de PCR de 

96 poços (Bio-Rad). Foram adicionados em cada poço 20 µL de tampão (100 mM) contendo 

ou não 150 mM de sal (NaCl ou KCl) ou 5 % glicerol, 5 µL de SYPRO Orange (5x), a proteína 

à concentração final de 10 µM e água para completar o volume de 25 µL. A emissão de 
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fluorescência foi monitorada durante a variação da temperatura do sistema. As placas foram 

aquecidas de 25 ºC a 95 ºC a uma taxa de calor de 0,5 ºC.min-1. A relação de tampões utilizados 

foi retirada do artigo publicado por Reinhard et al, 2013 (92) e ligeiramente modificada pela 

disponibilidade de reagentes de nosso laboratório. 

 

3.8 Coleta e processamento de dados de difração de raios-x  

A coleta de dados de difração de raios-X foi realizada remotamente na linha Petra III do 

laboratório DESY (Deutsche Elektronen-Synchrotron), Alemanha. O processamento dos dados 

de difração de raios-X foi realizado usando o programa XDS (93). A preparação de figuras foi 

realizada utilizando o programa PyMol Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrödinger, 

LLC (94) ou COOT (95). 

Os cristais foram selecionados de acordo com características que são esperadas para 

obtenção de um alto poder de difração, como tamanho e presença de monocristais. O 

processamento e a aferição da qualidade geral dos dados de difração de raios-X foram 

realizados usando os programas XDS (93), AIMLESS e SCALA (96) presentes no pacote de 

programas do CCP4 (97). 

 

3.9 Resolução e refinamento cristalográfico 

As estruturas foram resolvidas por substituição molecular utilizando o programa Molrep 

presente no pacote de programas do CCP4 (97) e o programa Phaser do pacote de programas 

Phenix (98). O refinamento cristalográfico foi realizado utilizando o programa REFMAC (99, 

100) e o Phenix-refine do pacote de programas Phenix (98). A inspeção e a construção dos 

modelos foram efetuadas por meio do programa Coot (95) utilizando mapas de densidade 

eletrônica 2Fo-Fc, Fo-Fc e omit map. 

 

3.10 Simulações de Dinâmica Molecular 

As simulações de Tmn9 foram baseadas na estrutura cristalina de 2,4 Å descrita aqui 

(PDB 6UI5). As coordenadas foram preparadas removendo primeiro a cadeia B. Os resíduos 

de histidina foram simulados como o tautômero neutro de Nε, exceto His34 que foi considerada 

como carregada. Outros resíduos tituláveis foram simulados em seu estado de protonação 

dominante em pH 7,4, exceto Asp284 que foi considerado como não carregado. A protonação 

foi verificada calculando-se o pKa dos grupos ionizáveis pelos servidores H ++ (101), 

PROPKA (102) e Playmolecule (103). As 38 moléculas de água contidas na estrutura 
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cristalográfica (águas estruturais) foram mantidas. Os átomos de hidrogênio foram adicionados 

pelo protocolo CHARMM-GUI (104, 105). 

 

3.10.1 Configuração do sistema e parâmetros do campo de força 

O sistema foi preparado usando o “Solution builder” da interface gráfica para geração 

de configurações de sistema de simulação molecular CHARMM-GUI (104, 105). As 

simulações foram realizadas usando Gromacs (106), utilizando o campo de força 

CHARMM36m (107) para o modelo de proteína. 

A Tmn9, incluindo o cofator FAD, foi solvatada com um sistema hidratado e equilibrado 

usando a interface CHARMM-GUI (104, 105). Foram adicionados íons sódio e cloreto para 

neutralizar o sistema e manter uma concentração fisiológica de sal de 0,15 M. A caixa 

retangular de simulação de 96x96x96 Å3 continha 99 íons sódio, 71 íons cloreto e cerca de 

25000 moléculas de água, num total de aproximadamente 85000 átomos. 

Os parâmetros do FAD foram derivados dos parâmetros disponíveis para CHARMM 

das moléculas FMN e ADP (108). Os parâmetros do substrato e do produto foram gerados com 

o “CHARMM General Force Field” e algumas correções foram adicionadas para garantir a 

planaridade das ligações duplas conjugadas (109, 110). O modelo TIP3P foi utilizado para 

moléculas de água (111, 112). Todas as simulações foram realizadas como um conjunto 

isotérmico-isobárico a temperatura e pressão constantes de 310,15 K e 1 bar. A pressão 

constante foi mantida usando o algoritmo Parrinello-Rahman, com flutuação do pistão pela 

dinâmica de Langevin (113, 114), e a temperatura constante foi mantida pelo algoritmo de 

Nose-Hoover. O método PME (115) do inglês Particle Mesh Ewald, método do cálculo do 

potencial eletrostático, foi utilizado para interações eletrostáticas de longo alcance. Para a 

integração das equações de movimento foi utilizado o algoritmo Velocity-Verlet. O sistema foi 

simulado sob condições de contorno periódicas e pequenas etapas iniciais de minimização 

foram realizadas para remover maus contatos. O sistema foi minimizado em 5000 etapas e 

equilibrado por 25 ps com restrições de posição. Após essa etapa, outra equilibração sem 

restrições foi conduzida por 10 ns e, em seguida, o sistema foi simulado sem restrições por 500 

ns em triplicata. 

 

3.11 Docagem ou Ancoramento Molecular 

Para estudar o modo de ligação e a dinâmica do substrato e do produto, o Autodock 

Vina (116) foi utilizado para gerar poses de ligação usando parâmetros de exaustividade de 

pesquisa global de 40 e o número máximo de poses de saída = 9. O espaço de busca foi 
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confinado a uma caixa de tamanho 25 Å centralizada perto do átomo N5 do FAD (x = 20,94, y 

= 7,09, z = 229,20). O receptor foi tratado como um corpo rígido e preparado usando o software 

Openbabel (117) para tipagem de átomos e atribuição de cargas. Foram utilizadas as cargas de 

Gasteiger-Marsili (118). 

Para tirar proveito da amostragem conformacional gerada durante as simulações de 

500ns de Dinâmica Molecular da Tmn9 mencionadas anteriormente, obtivemos dez 

conformações representativas dos clusters gerados durante a dinâmica. Os clusters foram 

gerados comparando o RMSD das coordenadas de carbono alpha e a abertura do cap (domínio 

intermediário), selecionando o representante de cada cluster. Portanto, aumentamos a 

amostragem de conformações, em contraste com uma estrutura única usada na maioria dos 

estudos de docagem. Também foram utilizadas estruturas de homólogos (6brdB, 5kox, 6c7s, 

5xgv) e a cadeia B de Tmn9 para aumentar nossa amostragem. As estruturas das proteínas 

homólogas selecionadas foram co-cristalizadas com RFP ou RFH. Os estados de protonação 

dos receptores foram previstos usando o servidor Protoss (119).  

As poses geradas pela docagem foram agrupadas através da criação de clusters e da 

seleção do representante de cada cluster para análise posterior. As estruturas resultantes foram 

agrupadas com base em sua orientação comparativamente com a orientação dos ligantes nas 

estruturas homólogas, se estavam ou não enterradas na cavidade do sítio ativo e na proximidade 

com o FAD. As poses representativas foram validadas com novas simulações de Dinâmica 

Molecular utilizando agora um sistema com a Tmn9, o cofator FAD e o ligante (substrato ou 

produto). Foram usados os mesmos parâmetros descritos na seção 3.10 para essas simulações 

adicionais. 

Para validar o protocolo do docking, realizamos um re-docking da estrutura da 

homóloga Rox (PDB: 6BRD). A adequação foi considerada pois o encaixe do ligante no sítio 

ativo reproduzia a conformação da estrutura cristalográfica. 

 

3.12 Ensaio enzimático 

Ensaios enzimáticos foram realizados com a enzima AjiA1 por um método 

espectrofotométrico contínuo acoplado usando o Kit de Ensaio de Pirofosfato EnzChek ™ 

(Molecular Probes). As misturas de reação iniciais continham 0,2 mM de MESG (2-amino-6-

mercapto-7-metilpurina ribonucleosídeo), 1 U de nucleosídeo purina fosforilase, 0,01 U de 

pirofosfatase inorgânica, 10 mM ATP, tampão de reação 20X e AjiA1 (8 µM) em um volume 

total de 100 µL. As reações foram incubadas a 25 ° C por 10 min e depois iniciadas pela adição 

do substrato em várias concentrações. O aumento da absorbância a 360 nm resultante da 
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liberação fosforolítica da base de purina (2-amino-6-mercapto-7-metilpurina) do MESG foi 

monitorado durante um período de 15 min. Os parâmetros cinéticos Km e Vmáx foram 

calculados ajustando as taxas iniciais a um modelo hiperbólico de regressão não linear sob a 

premissa de uma cinética de Michaelis-Menten, utilizando o software GraphPad Prism 5.01. 

Para todas as medições, foram realizados três experimentos independentes, cada um em 

triplicata. 
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4 CAPÍTULO I - FORMAÇÃO DE ANÉIS BENZOXAZÓIS 

 

Objetivo geral: 

- Determinação e análise estrutural da proteína AjiA1 da biossíntese do composto Aji9561 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este capítulo gerou o artigo “Crystal structure of AjiA1 shows a novel structural motion 

mechanism into the adenylate forming enzyme family.” Submetido em junho de 2020 para 

publicação na revista Acta Crystallographica Section D. 

 

Autores: Fernanda C. R. de Paiva, Karen Chan, Markiyan Samborskyy, Ariel M. Silber, Peter 

F. Leadlay, Marcio V. B. Dias. 
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A biossíntese dos antibióticos benzoxazóis envolve duas reações catalisadas por duas 

enzimas distintas, sendo uma ligase dependente de ATP, um membro das enzimas formadoras 

de adenilato e uma amidohidrolase (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Reações catalisadas por AjiA1 (duas semirreações) e pela amidohidrolase AjiH. A 

AjiA1 conduz uma ativação dependente de ATP e a dimerização do 3-HAA e a amidohidrolase 

AjiH realiza o fechamento do anel oxazol que produz o anel benzoxazol. 

 

A reação de adenilação catalisada pelas enzimas formadoras de adenilato (AFEs) é 

onipresente e desempenha papéis metabólicos ou catabólicos cruciais em todos os organismos, 

incluindo o metabolismo de ácidos graxos (120), detoxificações (121), bioluminescência (122-

124), biossíntese de aminoácidos e proteínas (125) e biossíntese de produtos naturais (52, 126-

129). AFEs são um grupo diverso de enzimas dividido em três classes principais: classe I, que 

inclui o domínio de adenilação de NRPS (Subclasse Ia), sintilases de Acila ou arila-CoA 

(subclasse Ib) e oxidoreductases ou luciferases de vaga-lume (subclasse Ic). Vários membros 

das AFEs da classe I, como PaaK1 e PaaK2, envolvidos na degradação do ácido fenilacético 

em Burkholderia cenocepacia (130) e 2-HIBA-CoA ligase (HCL) em Aquincola 

tertiaricarbonis, envolvendo a degradação do éter metil terc-butílico (MTBE) (131) não são 

adequados para esta classificação e são considerados membros de um novo subgrupo de AFEs 

da classe I; Classe II, que inclui um número de aminoacil-tRNA sintetases; e classe III, que 

inclui sintetases de sideróforos independentes de NRPS (NIS) (132, 133). No entanto, vários 

membros das AFEs não estão incluídos nessa superfamília e são descritos apenas como tendo 

uma reação de adenilação semelhante (124) como a pimeloil-CoA sintase BioW, que possui um 

enovelamento completamente diferente e deve pertencer a uma nova classe de enzimas (134). 

Embora os membros das AFEs tenham divergências em características e funções 

estruturais, todos catalisam a mesma transformação bioquímica geral (133, 135). As AFEs 

geralmente catalisam sua reação em duas etapas: ocorre primeiramente a ativação dependente 
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de ATP de substratos de ácido carboxílico, como intermediários reativos de acila adenilato 

(acila-AMP), seguidos pela ligação da enzima a uma molécula aceitadora e a transferência 

consecutiva do adenilato de acila a um átomo de oxigênio, enxofre ou nitrogênio nucleofílico 

que gera produtos éster, tioéster e amida (133, 135, 136) 

Nas AFEs da classe I, mecanicamente, a ativação dependente de ATP é via acila-CoA 

sintetases e a segunda reação parcial geralmente forma um tioéster. Estruturalmente, o sítio 

ativo é formado pela interface entre dois domínios, conectados por uma dobradiça flexível, um 

linker (132, 133). Para realizar a reação de adenilação, é relatado que os membros dessa classe 

de AFEs sofrem extensas alterações conformacionais durante a segunda metade da reação 

(135). Geralmente, essas enzimas usam uma rotação de domínio para apresentar faces opostas 

do domínio C-terminal dinâmico para as reações no sítio ativo (124). Portanto, duas distintas 

conformações são observadas nas AFEs, nas quais a orientação do domínio C-terminal difere 

uma da outra em cerca de 140º e cada conformação está envolvida em cada semirreação. Assim, 

apesar do papel catalítico, o domínio C-terminal está envolvido na formação das duas 

arquiteturas diferentes de sítio ativo para a ocorrência das duas etapas da reação, um fenômeno 

chamado alternância de domínio (124, 137, 138). 

Embora as AFEs desempenhem um papel crucial na biossíntese de produtos naturais, 

particularmente peptídeos não-ribossômicos de NRPSs, que requerem um domínio de 

adenilação durante a incorporação e extensão da cadeia peptídica, recentemente, várias AFEs 

independentes de NRPS com baixa semelhança de sequência com o Fenilacetato CoA-Ligases, 

como PaaK1 e HCL, foram identificadas na biossíntese de vários produtos naturais, 

particularmente benzoxazóis, incluindo Nataxazol (60), Caboxamicina (139), A33853 (52) e 

AJI9561 (cluster gênico não publicado). Os clusters gênicos para produtos naturais contendo 

oxazol indicam a participação de uma série de enzimas incomuns e as rotas biossintéticas para 

essa classe estruturalmente única de produtos naturais eram pouco exploradas até recentemente. 

A condensação de moléculas e uma reação de acetalização têm sido propostas como essenciais 

para a geração dos anéis benzoxazol. Na calcimicina, demonstrou-se que o ácido 3-hidroxi-

antranílico (3-HAA) é condensado com a cadeia policetídica ligada a CalA4 (140). No 

Nataxazol, sugeriu-se que a biossíntese da fração benzoxazol é realizada por meio de uma 

reação de condensação semelhante entre o ácido 6-metilsalicílico (6-MSA) e o ácido 3-HAA 

(60). Em A33853, uma coenzima-A ligase dependente de ATP (BomJ) catalisa uma adenilação 

dependente de ATP de um substrato de carboxilato à sua forma tiolada correspondente. A 

ativação do grupo carboxílico precursor para formação subsequente da ligação amida ocorre 
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através de um ataque nucleofílico direto do grupo amino de um 3-HAA ao grupo acila do 3-

HAA ligado ao AMP e de uma amido-hidrolase (BomN) na montagem do anel benzoxazol(52). 

Recentemente, Song e colegas relataram a estrutura da NatL2, ligase dependente de 

ATP complexada e, portanto, a estrutura apo ainda não foi elucidada. A existência de 

alternância de domínio nesse membro das enzimas formadoras de adenilato também não foi 

algo estudado  (141).  

A partir da clonagem da enzima AjiA1, ligase dependente de ATP, no vetor de 

expressão pET28a, foi possível produzir a proteína em sua forma solúvel com rendimento 

adequado para purificação e posteriores experimentos cristalográficos. Dados gerais da 

proteína trabalhada foram obtidos de acordo com análise feita pelo programa ProtParam 

(90) hospedado no servidor proteômico ExPASy (Expert Protein Analysis System) (91) e 

reunidos na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Dados gerais da proteína trabalhada. 

 Antibiótico Organismo Peso 

Molecular 

Nº de resíduos 

de 

aminoácidos 

pI 

teórico 

AjiA1 AJI9561 Streptomyces sp. 

AJ9561 

48,286 Da 436 5,32 

 

Conforme mostrado na Figura 7, AjiA1 eluiu com alto grau de pureza pela técnica de 

separação por exclusão molecular. Os dados de purificação da proteína foram analisados por 

gel de SDS e a presença de uma única banda confirma a pureza da amostra, compatível com o 

esperado para uma proteína de massa molecular próximo a 50 kDa. 

 

Figura 7. Análise de SDS-PAGE da purificação de AjiA1. As setas ajudam na identificação do 

tamanho aproximado da banda de interesse: AjiA1 (~48 kDa). M – marcador; AF – 

cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC); SE – cromatografia de 

exclusão molecular.  
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Após a purificação por cromatografia de exclusão molecular, as frações coletadas foram 

juntadas, concentradas e concentração verificada em um equipamento Biodrop (Biochrom). Ao 

final foram obtidos 13 mg.mL-1 de AjiA1. Testes de cristalização foram realizados e em duas 

condições obtidas a partir dos kits Basic 1-4 (Jena Bioscience) e Pi-Minimal (Jena Bioscience) 

surgiram pequenos cristais (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Cristais de AjiA1 obtidos pelo robô Oryx4 com o método de sitting drop (gota 

sentada) a 18 °C. Os cristais eram pequenos e possuíam um formato elíptico e sem faces bem 

definidas. Proteína: 13 mg.mL-1 em 50 mM HEPES pH 8,0 e 300 mM de NaCl. (a) Condição: 

37,7 % v/v PEG4000, 150mM AMPD/Tris pH 9,0 e 50mM sulfato de magnésio. (b) Condição: 

30 % v/v Jeffamine M-600, 100mM MES pH 6,5 e 50mM cloreto de césio. 

 

 Foram realizadas tentativas de otimização dos pequenos cristais apresentados, porém 

não foi possível obter nenhuma outra estrutura cristalina. A técnica de Thermofluor pode ser 

realizada para se descobrir o tampão que concede maior estabilidade à proteína auxiliando na 

tentativa de sucesso da cristalografia (67, 68). A técnica se utiliza de fluoróforos que se ligam 

às regiões hidrofóbicas da proteína. Normalmente, quando a proteína se encontra devidamente 

enovelada não há muita exposição dessas regiões, conforme a temperatura aumenta há uma 

desestabilização da proteína que exibe regiões de hidrofobicidade, onde os fluoróforos se ligam 

e emitem fluorescência. Para AjiA1 foi possível obter um resultado satisfatório que é 

apresentado no gráfico da Figura 9. 
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Figura 9. Gráfico de Thermofluor para AjiA1. Curvas representativas do deslocamento térmico 

de AjiA1 em diferentes tampões. A curva de referência está representada pela linha vermelha. 

 

As curvas no gráfico representam emissão de fluorescência de acordo com o aumento 

da temperatura. O tampão representado pela curva verde seria o mais adequado à AjiA1, pois a 

mantém estável até aproximadamente 50 ºC, temperatura em que há a exposição de regiões de 

hidrofobicidade da proteína onde os fluoróforos se ligam e há maior liberação de fluorescência. 

Com esses dados foi possível concluir que o tampão anteriormente utilizado para a purificação 

dessa enzima não está contribuindo para a estabilidade da mesma, possivelmente mantendo-a 

parcialmente desenovelada (92). Foi então realizada a troca de tampão para o tampão 100 mM 

Bis-Tris propano pH 6,5 e 150 mM de KCl para manter a proteína mais estável. Nessa condição, 

novas placas de cristalização foram submetidas ao robô e cristais foram conseguidos em uma 

condição do kit JCSG++ (Jena Biosciences) (Figura 10). 

 

Figura 10. Cristais pequenos obtidos para AjiA1 pelo robô Oryx4 com o método de gota sentada 

a 18 °C após a troca do tampão 50 mM HEPES pH 8,0 e 300 mM de NaCl para 100 mM Bis-

Tris propano pH 6,5 e 150 mM de KCl. Condição de cristalização: 40 % v/v PEG 300 e 100 

mM fosfato citrato de potássio pH 4,2. Proteína: 13 mg.mL-1. 
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Após a obtenção de hits iniciais para AjiA1, as condições foram otimizadas alterando as 

concentrações de precipitante e proteína manualmente em placas no sistema de gota pendurada, 

a fim de se obter cristais de melhor qualidade e que aumentasse a chance de sucesso em nossos 

experimentos de difração. Esses cristais foram otimizados variando a concentração de PEG 300 

(40 %, 37,5 %, 35 %, 32,5 %, 30 % e 27,5 %) e a concentração da proteína (10 e 8 mg.mL-1). 

Cristais maiores e com faces definidas foram conseguidos na condição de PEG 300 35 % e 8 

mg.mL-1 de proteína (Figura 11). 

 

Figura 11. Cristais otimizados maiores e com faces definidas de AjiA1 obtidos manualmente 

com o método de gota pendurada a 18 °C. Proteína: 8 mg.mL-1 em 100 mM Bis-Tris propano 

pH 6,5 e 150 mM de KCl. Condição de cristalização: 35 % v/v PEG 300 e 100 mM fosfato 

critrato de potássio pH 4,2. 

 

 Os cristais otimizados para a enzima AjiA1 foram enviados o DESY na Alemanha e 

uma solução crioprotetora de 15 % de etilenoglicol foi utilizada. A estrutura de AjiA1 na forma 

apo foi determinada com uma resolução de 2,0 Å. As tentativas de obter cristais da proteína em 

complexo com AMP, ADP ou ATP foram malsucedidas e as co-cristalizações com substrato e 

análogos de substrato não mostraram a densidade eletrônica correspondente no sítio ativo. 

A estrutura foi resolvida pelo método de substituição molecular usando a estrutura de 

PaaK1 (PDB ID: 2Y27) como modelo. O cristal de AjiA1 pertence ao grupo espacial P 31 2 1 

com dois protômeros na unidade assimétrica (rmsd: 1,21) que devem corresponder à estrutura 

quaternária homodimérica funcional da proteína em solução indicada pelo PISA (142). Os 

dados processados e as estatísticas cristalográficas adicionais são mostrados na Tabela 2. 

 

 

 

 



49 
 

 

Tabela 2. Dados coletados e estatísticas de refinamento de AjiA1 em sua forma apo. As 

estatísticas para a resolução mais alta são mostradas entre parênteses. 

AjiA1 

Código de acesso 6WUQ 

Resolução (Å) 32,42  - 2,00 (2,07  - 2,00) 

Grupo Espacial P 31 2 1 

Parâmetros de célula unitária (a, b, c e α, β, γ) 128,78 128,78 101,5 90 90 120 

Reflexões totais 130802 (12838) 

Reflexões únicas 65402 (6418) 

Multiplicidade 2,0 (2,0) 

Completeza (%) 1,00 (0,99) 

Média I/sigma(I) 24,99 (1,80) 

Wilson Fator-B 46,85 

R-merge 0,014 (0,458) 

R-meas 0,021 (0,647) 

CC1/2 1 (0,754) 

CC* 1 (0,927) 

Reflexões usadas no refinamento 65388 (6417) 

Reflexões usadas para R-free 3203 (277) 

R-work 0,188 (0,325) 

R-free 0,223 (0,376) 

CC(work) 0,966 (0,841) 

CC(free) 0,948 (0,705) 

Número de átomos não-hidrogênio 6869 

  Macromoléculas 6713 

  Ligantes 4 

  Solvente 859 

Resíduos de proteína 0,008 

RMS (ligações) 0,93 

RMS (ângulos) 96 

Ramachandran regiões favoráveis (%) 4 

Ramachandran regiões permitidas (%) 0,47 

Ramachandran outliers (%) 1,2 

Rotâmeros outliers (%) 5,33 

Clashscore 63,61 

Fator-B médio 63,74 

  Macromoléculas 53,38 

  Ligantes 58,01 

  Solvente 1 

 

A análise da superfície do potencial eletrostático do homodímero indica uma cavidade 

positivamente carregada e hidrofóbica na interface entre o domínio C e o domínio N-terminal 

(Figura 12). 
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Figura 12. Estrutura geral de AjiA1 de Streptomyces sp. AJ9561. (a) Representação em cartoon 

da AjiA1 homodimérica (a cadeia A está colorida em amarelo e a cadeia B em azul). As esferas 

em cinza representam íons Mg2+ e as esferas em verde representam íons Zn2+ (b) Superfície de 

potencial eletrostático indica a região do sítio ativo (círculo). Azul indicando carga positiva e 

vermelho indicando carga negativa. 

 

 AjiA1 compartilha 30 % de identidade e 91 % de cobertura com PaaK1, uma ligase de 

fenilacetato-CoA envolvida na biossíntese de ácido fenilacético (PAA) (130, 137). A 

superposição do backbone de AjiA1 e PaaK1 apresentou um rmsd de 2,5 Å, indicando que essas 

estruturas são razoavelmente diferentes (Figura 13). Recentemente, a estrutura da ligase NatL2 

dependente de ATP envolvida na biossíntese do Nataxazol foi resolvida na presença de 

cosubstrato e substrato e compartilha cerca de 91 % de identidade com AjiA1 (141) e a 

sobreposição das duas estruturas apresenta um rmsd de 1,14. 

 

 

Figura 13. Estrutura e comparação entre AjiA1 reportada neste trabalho (amarelo) com os 

homólogos mais próximos PaaK1 (salmão) e NatL2:AMPPNP (cinza).  
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Semelhante à NatL2, AjiA1 pertence à família PFAM00501 das enzimas formadoras de 

adenilato (AFE - Adenylate-Forming Enzyme), que possui uma arquitetura geral constituída por 

dois domínios α/β constituídos por um núcleo central de folhas β paralelas cercadas por α-

hélices com o sítio ativo formado na interface dos domínios N e C-terminal (Figura 14) (143). 

A AjiA1 também não possui o arranjo típico de α/β-sanduíche no N-terminal que os membros 

da família possuem, mas possui um pequeno microdomínio de feixe helicoidal presente no N-

terminal similarmente à NatL2 (130). 

 

Figura 14. Estrutura do monômero da AjiA1 com o domínio N-terminal maior em verde, o 

domínio C-terminal em azul e o loop que conecta os domínios em amarelo. O sítio ativo está 

marcado com um círculo vermelho. 

 

Cada monômero de AjiA1, enzima desse estudo que compartilha cerca de 91 % de 

identidade com NatL2, consiste em um grande domínio N-terminal (Ser4 a Gly321, o domínio 

N) e um pequeno domínio C-terminal (His327 a Ala432, o domínio C). O domínio N-terminal 

de AjiA1 consiste em 3 folhas β de 2 fitas antiparalelas entre nove α-hélices, enquanto o 

domínio C-terminal é definido por duas α-hélices, uma folha β curta antiparalela de duas fitas, 

uma folha trançada de três fitas e uma longa alça que se estende ao protômero adjacente e realiza 

contato extenso com esse protômero. 

 A formação do homodímero AjiA1 é estabilizada por uma extensa folha β envolvendo 

ambos os domínios. A montagem do dímero simétrico resulta da formação de duas folhas β de 

sete fitas de extensão intermoleculares, cada uma composta por uma folha β antiparalela de 

duas fitas de um monômero e uma folha β padrão de cinco fitas do segundo monômero (Figura 

15) (130), que também foram observadas em outras enzimas da família das AFEs. 
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Figura 15. Dimerização de AjiA1. As interações íntimas de dimerização de AjiA1 criadas por 

folhas β compostas que abrangem os dois monômeros. A folha β de duas fitas que flanqueia a 

alça P (Ala82 roxo a Tyr99) é confinada pela folha β distorcida de cinco fitas (laranja) [Thr123 

a Val126; Thr149 a Pro152; Leu176 a Trp178; Ala207 a Ala211; Val232 a Ser238] do segundo 

protômero. O domínio N-terminal maior é representado em verde no primeiro protômero e em 

lima no segundo protômero, o domínio C-terminal está em azul no primeiro protômero e azul 

claro no segundo protômero e o linker que conecta os domínios é mostrado em amarelo. 

 

Na formação da interface do homodímero, cerca de 3999 Å2 da área da superfície é 

estabilizada através de uma extensa complementaridade química. Essa interface é dominada 

por interações hidrofóbicas e é acompanhada por 46 ligações de hidrogênio e oito pontes salinas 

(Figura 16). 

 

 

 



53 
 

 

 

 Legenda:    
 

  
Pontes 

salinas 
    

 

  
Ligações de 

Hidrogênio 
  

 

  
Interações 

hidrofóbicas 

Figura 16. Interface de dimerização de AjiA1. O servidor online PDBsum (144) (EMBL-EBI) 

foi usado para gerar um diagrama esquemático mostrando as interações entre as duas cadeias 

de AjiA1. As cadeias de interação são unidas por linhas coloridas, cada uma representando um 

tipo diferente de interação, laranja = contatos não ligados, azul = ligações de hidrogênio e linhas 

vermelhas = pontes de sal. A área de cada círculo é proporcional à área da superfície da cadeia 

proteica correspondente. A extensão da região da interface em cada cadeia é representada pela 

fatia preta cujo tamanho significa a área da superfície da interface. 

 

O grande domínio N-terminal se sobrepõe razoavelmente bem em AjiA1 e outras AFEs, 

enquanto outras regiões mostram diferenças significativas no sítio ativo, localizado entre os 

domínios C e N-terminal (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Homólogos estruturais de AjiA1. A cadeia Ca de AjiA1 foi alinhada com seus 

homólogos estruturais (a) 4R1M (ciano), (b) 3L2K (roxo), (c) 2D1R (laranja), (d) 5IE3 

(vermelho) e (e) 6IJB (cinza ) O valor rmsd da superposição com AjiA1 e a identidade de 

aminoácidos (%) com AjiA1 são dados em cada análise. 
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Além disso, todos os motivos de assinatura conservados (A1-A10), comumente 

observados em todos os domínios de adenilação, designados conforme a nomenclatura descrita 

por Marahiel et al. (145), são conservados em AjiA1, incluindo o P-loop e o motivo de adenina 

(A5), que contém resíduos críticos para a ligação da porção de adenina no ATP / AMP (Figura 

18). 

 

% Identidade com AjiA1 
NatL2:AMPPNP 91 
PaaK1 30 
BT_0428 30 

Figura 18. Alinhamento de AjiA1 e PaaK1 com homólogos DALI. Os motivos A1-A10 

conservados nas enzimas da superfamília ANL são indicados de acordo com o domínio de 

adenilação definido da peptídeo sintetase não-ribossomal (145). Os motivos principais A1-A10 

são mostrados em quadros vermelhos. O alinhamento foi gerado pelo ClustalOmega (146) e 

importado para o Jalview Versão: 2.11.0 (147). Resíduos similares são coloridos de acordo: 

Azul, hidrofóbico; Verde, polar; Roxo, negativo; Vermelho, positivo; Amarelo, prolina; 

Laranja, glicina. A tabela exibe a identidade em porcentagem de AjiA1 para os homólogos 

alinhados. 

 

Aproximadamente um terço de todas as proteínas requerem um cofator de metal para o 

funcionamento adequado. Em geral, os cofatores de metais têm papéis importantes no 

dobramento de proteínas e na estabilização estrutural (148). Em AjiA1, foi possível observar 

um átomo de zinco coordenado por Cys248, Cys308 e Cys310 e His254 (Figura 19). As 

enzimas podem conter locais catalíticos e estruturais, onde o zinco não é necessário para a 

reação enzimática, mas para estabilidade e dobramento correto da proteína. A coordenação do 

zinco também foi observada para reduzir o movimento da cadeia lateral e o espaço 

conformacional. Transferases e ligases contêm principalmente íons estruturais de zinco (148). 
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Em geral, os locais estruturais de zinco adotam um arranjo tetraédrico formado por grupos de 

cadeias laterais de cisteína, histidina e, ocasionalmente, resíduos de aspartato ou glutamato 

(149-151). Esse fato sugere que o íon zinco em AjiA1 desempenha um papel estrutural e, como 

esperado, em nossa estrutura possui coordenação tetraédrica, da mesma maneira que também 

foi observado em NatL2. Comparando com outros homólogos, o íon Zn2+ está presente apenas 

em AjiA1 e NatL2 e deve ser uma característica única desse grupo de proteínas. Em algumas 

famílias de proteínas, os ambientes aniônicos de zinco são estabilizados pelas cargas positivas 

de arginina e lisina. Na AjiA1, observamos a presença de Arg252 que pode desempenhar esse 

papel (150).  

 

Figura 19. Local de ligação do zinco na cadeia A de AjiA1 com 2Fo – Fc de Zn2+ (com contorno 

de 2,0 σ). Esta figura mostra as interações de coordenação. 

 

Dentre as estruturas relatadas anteriormente da família AFE, algumas contêm um Mg2+ 

ligado no sítio ativo, atuando diretamente na catálise de ATP (137). AjiA1 possui um sítio de 

ligação ao Mg2+ em cada cadeia, porém distante do sítio ativo (Figura 20). A ausência do 

magnésio no sítio de ligação ao ATP pode ser devido ao fato de o ATP não estar presente na 

estrutura. 
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Figura 20. Representação esquemática do local de ligação ao Mg2+ na cadeia A de AjiA1. A 

figura foi preparada usando LigPlot + v.2.1 (152). 

 

O sítio ativo de AjiA1 está posicionado na interface dos domínios N-terminal e C-

terminal. Nessa região, temos a lisina 418 universal e cataliticamente essencial e uma arginina 

(Arg322) do linker presente da interface entre os domínios (Rx (D / K) x6G) (Figura 14) (124).  

Em contraste com a maioria das AFEs resolvidas até agora, os resíduos de AjiA1 de 

ambos os protômeros de dímeros estão envolvidos na formação do sítio catalítico e a estrutura 

dimérica deve ser essencial para a atividade enzimática, que é uma característica nova dessa 

classe de enzimas. Apesar da Lys418 ocupar uma posição semelhante à Lys422 catalítica de 

PaaK1, a lisina catalítica de um protômero atua no protômero adjacente. Curiosamente, uma 

longa alça do C-terminal se estende ao sítio ativo do protômero adjacente e, consequentemente, 

resíduos de ambos os protômeros estão envolvidos na formação do sítio catalítico. Poderíamos 

descrever essa alça como um caso de loop swapping, que também é a segunda descrição desse 

recurso para essa classe de proteínas. O loop swapping observado pode refletir não apenas a 

dinâmica dos protômeros, mas também uma peculiaridade de AFEs envolvidas na formação de 

anéis benzoxazóis (153), já que esse evento também ocorre em NatL2 (Figura 21). 

O loop swapping é um mecanismo não convencional de oligomerização, no qual os 

elementos estruturais de monômeros individuais são trocados entre parceiros idênticos, 

recrutando interações cruciais para estabilizar a proteína. O fenômeno foi proposto para 

desempenhar um papel na agregação, desdobramento e regulação da função, mas suas 

implicações biológicas ainda não são claras. O custo de energia de quebrar e substituir as 
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interações da região de troca pode exigir a quebra de uma barreira de alta energia, e é 

surpreendente que qualquer proteína passe por uma transição de barreira tão grande (154). 

Inicialmente, esperávamos que a ligação de cosubstrato pudesse desencadear 

movimentos nessa região para realizar a atividade catalítica. No entanto, a estrutura apo de 

AjiA1 indicou que esse loop não retorna ao seu protômero na ausência de ligante, sugerindo 

que essa característica estrutural não deve ser responsável pela regulação alostérica. Por outro 

lado, poderia desempenhar um papel na estabilização do dímero ou diminuir a flexibilidade do 

domínio C-terminal, diferente do que foi observado em outros membros das AFEs, incluindo 

PaaK1 (130) e HCL (131), que são relatadas como tendo mudanças conformacionais drásticas.  

 

 

Figura 21. AjiA1 loop swapping. O resíduo conservado Lis418 está representado por sticks. 

 

Foi também possível observar que os resíduos de aminoácidos de 422L a 424A da cadeia 

A formam uma folha β paralela de duas fitas com os aminoácidos 357A a 359A da cadeia B e 

vice-versa, na região de loop swapping (Figura 22). 
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Figura 22. Região de loop swapping. Os aminoácidos 422L, 423F e 424A parecem formar uma 

pequena fita beta que pode estar envolvida na formação de uma folha β com os aminoácidos 

357A, 358K e 359A. A cadeia A está em amarelo e a cadeia B está em azul. 

 

Outro resíduo catalítico chave, Arg322, do motivo A8, que se propõe estar envolvido na 

estabilização do intermediário da reação, está localizado no linker curto exposto a solvente 

(124). O sítio de ligação ao ATP contém vários motivos altamente conservados que estão 

presentes em todos os membros da família e desempenham papéis semelhantes no 

posicionamento do nucleotídeo. O resíduo de ácido aspártico do motivo A7, Asp299 em AjiA1, 

é universalmente conservado e interage com as hidroxilas da ribose e Glu240, um resíduo do 

motivo A5, deve estar envolvido na ancoragem do intermediário adenilato. Um resíduo 

aromático do motivo A5, Tyr236, está empilhado contra a base de adenina. As principais 

diferenças observadas no sítio ativo na superposição de AjiA1 e NatL2:AMPPNP são: a 

aproximação de Ser88 (do P-loop) e Lys418 (a lisina A10) ao grupo fosfato do AMP, um 

reposicionamento de Ala212 para estar próxima ao anel de adenina, bem como a participação 

de seis moléculas de água (Figura 24a). 

Análises estruturais adicionais revelaram, como esperado, que outras regiões funcionais 

dessa proteína são altamente conservadas (Figura 23). 
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Figura 23. Representação de superfície do monômero AjiA1 mostrando a conservação de 

resíduos com outros membros da AFEs. A figura foi preparada usando o servidor ConSurf 

(155). Roxo e ciano indicam conservação de sequência alta e baixa, respectivamente. 

 

Além disso, outros resíduos de aminoácidos, que estão no bolsão do sítio ativo, incluindo 

os motivos A3 ou P-loop, A5, A6 e A7, são substancialmente conservados (145, 155). No 

entanto, com base nos resíduos conservados do sítio ativo, AjiA1 possui resíduos catalíticos 

semelhantes aos relatados em PaaK1, HCL e NatL2. Consequentemente, o mesmo mecanismo 

catalítico deve atuar para essa enzima, que inclui a adenilação do ácido carboxílico do substrato, 

seguida pela reação de esterificação com uma segunda molécula de substrato, que consiste na 

condensação do anel do intermediário de AJI9561. 
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Figura 24. Comparação AjiA1 e estruturas em complexo com cosubstrato e substratos. (a) 

Sobreposição de AjiA1 e NatL2:AMPPNP (PDB ID: 6six). Os resíduos de AjiA1 estão 

representados em amarelo e o NatL2 em cinza. O principal resíduo catalítico Lys418 possui 

uma cor mais forte, pois pertence ao protômero adjacente. (b) Sobreposição de AjiA1 e 

NatL2:AMP:3-HAA (PDB ID: 6siy). Os resíduos AjiA1 estão representados em amarelo, em 

que K418 e Y435 estão em laranja e os resíduos da NatL2 estão em ciano, nos quais K418 e 

Y435 estão em azul. A cor diferente desses resíduos de aminoácidos representa que eles são do 

protômero adjacente. As águas do sítio ativo são representadas por esferas vermelhas. (c) 

Sobreposição de AjiA1 e NatL2 em complexo com AMPPNP (6SIX). Os protômeros estão 

representados em cartoon. AjiA1 está em amarelo e seus cinco loops diferentes estão em 

laranja. NatL2:AMPPNP está em cinza e seus loops estão em preto. (d) Sobreposição de AjiA1 

e NatL2 em complexo com AMPPNP (6SIX). Os protômeros estão representados em ribbon. 

AjiA1 são representados em amarelo (cadeia A) e laranja (cadeia B) e NatL2 no complexo com 

AMPPNP (6SIX) são representados em cinza (cadeia A) e preto (cadeia B). Os principais 

resíduos catalíticos Lys418 de AjiA1 e NatL2:AMPPNP estão representados em palitos. O 

terminal C e, consequentemente, o loop do terminal C, também se move para uma posição mais 

próxima do local ativo no local ativo em cerca de 1,5 Å.  

  

Lys418, a lisina do motivo A10, e Tyr435, resíduos do loop swapping que estão mais 

enterrados e mais próximos das moléculas de 3-HAA no sítio ativo da estrutura complexada de 

NatL2 mostram alterações conformacionais consideráveis quando comparados com os mesmos 

resíduos na estrutura de AjiA1. Arg156 também tem uma alteração conformacional relevante à 
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medida que se afasta do sítio ativo em AjiA1, enquanto Glu235, do motivo A5, parece ter um 

papel na posição de 3-HAA no sítio ativo, contribuindo com uma ligação de hidrogênio com o 

grupo hidroxila do substrato. Em NatL2, a Thr135 também sofre uma rotação em comparação 

com a de AjiA1 e sua cadeia lateral cria uma ligação de hidrogênio com uma das moléculas de 

3-HAA (Figura 24b). 

A comparação entre as estruturas de AjiA1, NatL2:AMPPNP (rmsd: 1,12) e 

NatL2:AMP:3-HAA (rmsd: 1,14) revelou movimentos importantes que devem ocorrer durante 

o ciclo catalítico e por causa da ligação do cosubstrato. Uma série de alças chave do sítio ativo 

sofrem alterações conformacionais quando NatL2 em complexo com AMP e AjiA1 em sua 

forma apo são sobrepostas. As maiores mudanças são observadas em seis alças próximas ao 

sítio ativo: 86E a 94P (motivo A3, P-loop), 210T a 213E, 238S a 242G (motivo A5), 296N a 

298A (motivo A7), 305T a 313L e 320L a 328T (motivo A8) em AjiA1 (Figura 24c). Três 

dessas cinco alças têm o fator B mais alto (86E a 94P; 210T a 213E e 320L a 328T) em 

comparação com outras regiões de NatL2 e AjiA1, indicando também alta flexibilidade. Assim, 

o deslocamento médio sugere que é a parte flexível da proteína que deve atuar na função 

catalítica. O enovelamento da região central do domínio N-terminal é altamente conservada e 

rígida, como evidenciado por seu baixo fator B médio (Figura 25). 

 

Figura 25. Representação de massa de fator B mostrando o núcleo rígido. (a) Os valores do 

fator B são ilustrados por cores, variando de baixo (azul) a alto (vermelho), e pela forma, um 

tubo mais largo indica regiões com fatores B mais altos, enquanto o tubo mais estreito indica 

regiões com fatores B mais baixos. b) Análise fatorial de temperatura. Gráficos do fator B 

médio versus resíduos para cada cadeia de AjiA1. 
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A alça P ou P-loop de AjiA1 (motivo 3), que inclui os resíduos Ser87 a Pro94 (Figura 

18) é uma região altamente conservada em todos os membros de AFEs e possui uma sequência 

de aminoácidos de Gx(4)-GK-[TS]. Essa região é proposta para desempenhar um papel 

bifuncional na estrutura da PaaK1, que envolve a coordenação do ATP e a estabilização do 

domínio C-terminal. Na estrutura de PaaK1 em complexo com adenilato intermediário sem o 

grupo pirofosfato, essa região adota uma estrutura aberta e desordenada. Por outro lado, na 

ligação com ATP, essa região adota uma conformação fechada e ordenada, estabelecendo uma 

ligação do hidrogênio com o fosfato β e 𝛾. Embora NatL2 tenha sido cristalizada na presença 

de AMP, a posição do P-loop difere da AjiA1. Na AjiA1, o P-loop adota uma conformação 

mais aberta com um deslocamento de cerca de 3Å em comparação com  NatL2 e aponta para o 

loop C-terminal, que também possui uma conformação diferente entre as duas estruturas. Além 

disso, a posição do domínio N-terminal também parece adotar uma conformação mais próxima 

do sítio ativo em cerca de 1,3 Å (Figura 24c). O domínio C-terminal e, consequentemente, a 

alça do C-terminal, também se move para uma posição mais próxima do sítio ativo em cerca de 

1,5 Å, permitindo que a Lys418 adote uma posição catalítica e interaja com as porções fosfato 

e ribose do AMP (Figura 24d). 

Na reação catalisada pelas enzimas dessa família, um substrato carboxilato é ativado 

usando ATP para formar um acil-adenilato (137). Estudos estruturais e funcionais indicaram 

que essas enzimas se alternam entre duas conformações durante a catálise (124, 137, 156, 157). 

A presença da lisina catalítica formando o loop swapping poderia sugerir um movimento 

intenso desse “braço”, funcionando como um “portão” para a estrutura aberta e fechada dessa 

família de enzimas. No entanto, nossa estrutura apo não mostrou evidências de uma grande 

mudança conformacional nessa região e o domínio C-terminal não devem adotar uma forma 

aberta e fechada, conforme descrito em outros membros de AFEs. A longa alça C-terminal deve 

ter um papel  em manter a estrutura na forma fechada, como previsto por Song et al., 2020 

(141). Curiosamente, como o loop swapping mantém as estruturas de AjiA1 e NatL2 na mesma 

conformação, no grupo de enzimas envolvidas na biossíntese dos anéis benzoxazol em produtos 

naturais, grandes movimentos conformacionais do domínio C-terminal são improváveis e, 

portanto, a alternância de domínio deve não ocorrer. Como grandes mudanças conformacionais 

envolvem uma barreira energética entálpica mais alta, essas enzimas podem ter evoluído usando 

uma estratégia diferente e elegante para realizar as duas meias-reações comumente encontradas 

em AFEs. 

O loop swapping observado nessas estruturas poderia manter as duas semirreações em 

um único sítio ativo, evitando grandes rotações, mas com o custo de uma estrutura dimérica 
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ativa restritiva. No entanto, ainda é necessária uma investigação mais aprofundada para provar 

essa hipótese ou para entender se o loop swapping tem um papel alternativo para a alternância 

de domínio, como observado em outros membros da classe I de AFEs. 

Para obter informações sobre divergência e evolução, realizamos uma análise 

filogenética usando o método de máxima verossimilhança (ML) (158, 159), que revela que 

AjiA1 e NatL2 são separadas em um ramo diferente (Figura 26), apoiando a ideia de que essas 

enzimas podem ter evoluído independentemente e devem ser classificadas distintamente como 

um novo subgrupo de ligases do tipo fenilacetato-CoA. 

  Portanto, propomos que AjiA1 e NatL2 são um novo subgrupo em AFEs, com base no 

fato de serem classificados em um clado diferente na análise filogenética (Figura 6) e que 

estruturalmente essas enzimas funcionam de maneira diferente que outras ligases do tipo 

fenilacetato-CoA , incluindo PaaK1, PaaK2 e HCL (130, 131). 

 

Figura 26. Análise evolucionária pelo método de máxima verossimilhança de vários membros 

diferentes de AFEs que foram caracterizados estruturalmente, incluindo AjiA1. Os 

comprimentos das ramificações são mostrados. As proteínas e organismos utilizados são: DhbE 

de Bacillus subtilis (PDB ID: 1MDF); Acs fatty de Thermus thermophilus (PDB ID: 1ULT); 

Luciferase do vaga-lume de Photinus pyralis (PDB: 1LCI); AAE3 de Arabidopsis thaliana 

(PDB: 5IE3); PheA de Brevibacillus brevis (PDB: 1AMU); DltA de Bacillus cereus ATCC 

14579 (PDB ID: 3DHV); Benzoílo-CL de Paraburkholderia xenovorans LB400 (PDB ID: 

2V7B); Acs de Salmonella enterica (PDB: 1PG4); CBL de Alcaligenes sp. AL3007 (ID do 

PDB: 1T5S); A proteína deste estudo AjiA1 de Streptomyces sp. AJ9561 (ID do PDB: 6WUQ); 

NatL2 de Streptomyces sp. Tu 6176 (PDB: 6SIX); PaaK1 de Burkholderia cenocepacia (PDB: 

2Y27) e BT_0428 de Bacteroides thetaiotaomicron (PDB: 4R1M). As análises foram 

realizadas em MEGA X (160). 
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Foi relatado que a alternância de domínio pode aumentar a promiscuidade das AFEs, 

pois a grande rotação do domínio C-terminal pode facilitar a ligação de substratos alternativos 

(124). Para obter informações sobre a promiscuidade de AjiA1, que possui uma estrutura muito 

mais restrita, realizamos um ensaio com um substrato alternativo ácido 3-hidroxibenzóico (3-

HBA) e o substrato natural 3-HAA usando ATP como cosubstrato. Determinamos os 

parâmetros cinéticos que medem o aumento da absorbância a 360 nm usando um ensaio 

espectrofotométrico. Uma eficiência catalítica ligeiramente mais baixa foi observada para o 

3HBA em comparação com o 3-HAA, o substrato natural. O resultado demonstra que AjiA1 é 

capaz de catalisar a formação de uma ligação éster na ausência do grupo amina. Em outras 

palavras, AjiA1 demonstrou catalisar a dimerização do 3-HBA (na ausência de um grupo amina 

2-substituído) através de uma ligação éster. 

Em contraste, Song et al. demonstram que NatL2 catalisa apenas a formação de éster e 

não amida, considerando-o como um produto derivado (141). No entanto, nosso resultado não 

implica necessariamente que um éster em vez de uma amida seja formado quando o substrato 

nativo 3-HAA é usado (Figura 27). 

 

Figura 27. As análises cinéticas de AjiA1 foram realizadas usando concentrações de 3HAA e 

3HBA de 0 a 2500 µM. Km e Vmáx foram determinados a partir de regressão não linear para a 

equação de Michaelis-Menten a partir de três experimentos repetidos. 

 

Conclusão 

Neste capítulo determinamos a estrutura de AjiA1 em sua forma apo e sua comparação 

com a enzima NatL2 em complexo com diferentes ligantes indica que esse grupo de enzimas 

possui um conjunto de movimentos completamente novo durante o ciclo catalítico nos 

membros das AFEs. A alternância de domínio não deve ocorrer nas enzimas envolvidas na 

biossíntese do benzoxazol. Em contraste, essas enzimas têm um evento de troca de domínio 
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envolvendo uma alça C-terminal longa. Essa alça restringe o domínio C-terminal e bloqueia a 

enzima em uma única conformação. Em conjunto com os novos movimentos que envolvem 

apenas alças do sítio ativo e uma ligeira rotação do protômero adjacente e as análises 

filogenéticas, propomos que essas enzimas sejam classificadas como um grupo distinto de 

ligases do tipo fenilacetato-CoA, mesmo com semelhanças de sequência entre homólogos. 

Além disso, mesmo com as restrições impostas pela ausência de alternância de domínio, AjiA1 

é capaz de aceitar substratos alternativos indicando promiscuidade para essas enzimas. 

Consequentemente, essas descobertas trazem novos insights para a família crescente de 

enzimas formadoras de adenilato e a possibilidade de usá-las em abordagens biotecnológicas.  
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5 CAPÍTULO II – DIELS-ALDERASES EM POLIÉTERES IONÓFOROS 

TETRONATOS: TSN15 

 

Objetivo geral: 

- Determinação e análise estrutural da proteína Tsn15 da biossíntese de tetronasina   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este capítulo gerou o artigo “Unexpected enzyme-catalysed [4+2] cycloaddition and 

rearrangement in polyether antibiotic biosynthesis.” Submetido em março de 2019 e aceito para 

publicação em agosto de 2019 na revista Nature Catalysis. 

 

Autores: Rory Little, Fernanda C. R. Paiva, Robert Jenkins, Hui Hong, Yuhui Sun, Yuliya 

Demydchuk, Markiyan Samborskyy, Manuela Tosin, Finian J. Leeper, Marcio V. B. Dias, Peter 

F. Leadlay. 
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As enzimas são frequentemente classificadas pelas reações que realizam. Uma reação 

de cicloadição foi definida pela União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC) 

como “Uma reação na qual duas ou mais moléculas insaturadas (ou partes da mesma molécula) 

se combinam com a formação de um aduto cíclico no qual há uma redução líquida da 

multiplicidade de ligações ...” (161). 

O trabalho descrito neste capítulo é uma contribuição significativa para a nossa 

compreensão da biossíntese de poliéteres tetronatos, uma vez que é relatada a estrutura da [4+2] 

ciclase Tsn15 em complexo com seu intermediário biossintético. A origem dos anéis ciclo-

hexano central e tetra-hidropirano da tetronasina são formados em uma reação em cascata 

enzimática de duas etapas. As duas enzimas responsáveis, Tsn11 e Tsn15, são homólogas das 

enzimas [4+2] ciclases encontradas nas vias complexas de biossíntese de 

espirotetronatos/tetramatos, como a Tetronomicina. Tsn11 catalisa uma reação Diels-Alder 

para produzir um intermediário oxidecalina e Tsn15 catalisa um rearranjo que forma o anel 

tetra-hidropirano e desfaz a fração oxidecalina, produzindo a Tetronasina (Figura 28). 

 

 

Figura 28. Mecanismo proposto para a formação dos anéis ciclohexano e tetra-hidropirano na 

Tetronasina. Tsn11 catalisa uma reação hetero-Diels-Alder de demanda inversa de elétrons para 

formar um intermediário de oxidecalina. A oxidecalina é hidratada para formar um hemiacetal 

cíclico. Tsn15 então catalisa uma desidratação seguida de um rearranjo pericíclico para formar 

o anel de tetra-hidropirano e fragmentar a oxidecalina, produzindo Tetronasina. 

 

A partir da clonagem da enzima Tsn15, ciclase [4+2], no vetor de expressão pET28a, 

foi possível produzir a proteína em sua forma solúvel com rendimento adequado para 

purificação e posteriores experimentos cristalográficos. Dados gerais da proteína 

trabalhada foram obtidos de acordo com análise feita pelo programa ProtParam (90) 
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hospedado no servidor proteômico ExPASy (Expert Protein Analysis System) (91) e reunidos 

na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Dados gerais da proteína trabalhada. 

 Antibiótico Organismo Peso 

Molecular 

Nº de resíduos 

de 

aminoácidos 

pI 

teórico 

Tsn15 Tetronasina Streptomyces 

longisporoflavus  

22,447 Da 206 4,64 

 

Conforme mostrado na Figura 29, Tsn15 eluiu com alto grau de pureza pela técnica de 

separação por exclusão molecular. Os dados de purificação da proteína foram analisados por 

gel de SDS e a presença de uma única banda confirma a pureza da amostra. 

 

Figura 29. Análise de SDS-PAGE da purificação da enzima Tsn15. M – marcador; AF – 

cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC); SE – cromatografia de 

exclusão molecular.  

 

Após a purificação por cromatografia de exclusão molecular, as frações coletadas foram 

juntadas, concentradas e analisadas em nanodrop para que fosse feita a medida da concentração 

das enzimas. Ao final foram obtidos 20 mg.mL-1 de Tsn15. Testes de cristalização foram 

realizados e em uma condição surgiram cristais (Figura 30). 

 

Figura 30. Cristais de Tsn15 obtidos por otimização manual. 
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A Tabela 4 apresenta as condições de cristalização para a enzima Tsn15 obtida a partir 

do kit Molecular Dimensions-1. 

 

Tabela 4. Condições de cristalização da enzima Tsn15. 

 Precipitante Precipitante 2 Tampão Aditivo 

Tsn15 27 % PEG 1500  0,1 M PCPT pH 6  

 

A estrutura da proteína Tsn15 na sua forma apo já havia sido determinada por nossos 

colaboradores em Cambridge, mas neste projeto fomos capazes de determinar a estrutura de 

Tsn15 em complexo com seu intermediário. A estrutura de Tsn15 com o intermediário foi 

determinada com uma resolução de 1,7 Å. O modelo final possui 413 resíduos e 250 moléculas 

de água, com Rfactor e Rfree de 17 % e 20,4 %, respectivamente. A estatística do 

processamento de dados pode ser vista na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Dados coletados e Estatísticas de Refinamento para Tsn15 em sua forma holo. As 

estatísticas para a resolução mais alta são mostradas entre parênteses. 

Tsn15 em complexo com intermediário 

Código de acesso 6NNW 

Resolução (Å) 43,81  - 1,698 (1,759  - 1,698) 

Grupo Espacial C 1 2 1 

Parâmetros de célula unitária (a, b, c e α, β, γ) 129,671 36,95 92,03 90 107,825 90 

Reflexões totais 90988 (8254) 

Reflexões únicas 45893 (4205) 

Multiplicidade 2,0 (2,0) 

Completeza (%) 98,81 (91,11) 

Média I/sigma(I) 13,3 (2,0) 

Wilson Fator-B 21,87 

R-merge 0,030 (0,338) 

R-meas 0,042 (0,479) 

CC1/2 0,998 (0,788) 

CC* 1 (0,939) 

Reflexões usadas no refinamento 45883 (4202) 

Reflexões usadas para R-free 2318 (195) 

R-work 0,170 (0,299) 

R-free 0,204 (0,355) 

CC(work) 0,968 (0,867) 

CC(free) 0,961 (0,812) 

Número de átomos não-hidrogênio 3562 

  Macromoléculas 3211 

  Ligantes 82 

  Solvente 269 

Resíduos de proteína 413 

RMS (ligações) 0,007 

RMS (ângulos) 0,9 

Ramachandran regiões favoráveis (%) 99,51 
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Ramachandran regiões permitidas (%) 0,49 

Ramachandran outliers (%) 0,00 

Rotâmeros outliers (%) 0,00 

Clashscore 4,16 

Fator-B médio 28,97 

  Macromoléculas 27,84 

  Ligantes 39,71 

  Solvente 39,20 

 

O cristal é pertencente ao grupo espacial C121 com duas moléculas na unidade 

assimétrica. Cada monômero possui um núcleo com enovelamento do tipo barril β. Duas α 

hélices estão localizadas em cada protômero entre os núcleos de barril β e são importantes para 

a formação do homodímero (Figura 31). A interação dos protômeros dentro da unidade 

assimétrica cristalográfica é estabilizada por pontes salinas, ligações de hidrogênio e contatos 

não ligados (Figura 32). 

 

 

                        

Figura 31. Representações da estrutura homodimérica de Tsn15 em complexo com seu 

intermediário e análises do sítio ativo. 
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 Legenda:     
 

  
Pontes 

Salinas 
    

 

  
Ligações de 

Hidrogênio 
  

 

  
Contatos 

Não-ligados 
 

 

Figura 32. Interface de dimerização da Tsn15. O servidor online PDBsum (144) (EMBL-EBI) 

foi usado para gerar um diagrama esquemático mostrando as interações entre as duas cadeias 

de Tsn15. As cadeias estão unidas por linhas coloridas, cada uma representando um tipo 

diferente de interação, laranja = contatos não ligados, azul = ligações de hidrogênio e linhas 

vermelhas = pontes salinas. A área de cada círculo é proporcional à área da superfície da cadeia 

proteica correspondente. A extensão da região da interface em cada cadeia é representada pela 

fatia preta cujo tamanho significa a área da superfície de interface. 

 

Cada protômero de Tsn15 apresenta um enovelamento conservado que foi observado 

anteriormente nas ciclases [4 + 2] da biossíntese de espirotetronato e espirotetramato (PyrI4 e 

AbyU) (162, 163), apesar da baixa identidade de sequência (aproximadamente 20 %). Além 

dessas [4 + 2] ciclases homodiméricas, Tsn15 também compartilha um enovelamento com as 

enzimas ciclases homotriméricas de óxido de aleno, que catalisam uma reação de 

eletrociclização 4π (pericíclica) na biossíntese de ácido jasmônico (164, 165), e PodA uma 

desmetilase de pirocianina incomum de Mycobacterium fortuitum (166). As diferentes 

atividades dessas enzimas homólogas demonstram notável capacidade desse enovelamento de 

proteínas para catalisar uma gama diversificada de reações (Figura 33). 

Cada barril β de oito fitas antiparalelas da Tsn15 possui uma α hélice N-terminal, 

semelhante à estrutura de PyrI4 (163). Essa α-hélice é descrita como uma tampa funcional e 

essencial em PyrE4 (163). Na estrutura da AOC (164), por exemplo, a hélice C-terminal não 

aparece. 
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Figura 33. Homólogos estruturais de Tsn15. A cadeia Cα de Tsn15 foi alinhada com seus 

homólogos estruturais AbyU, PyrI4, AOC2 e PodA. O RMSD e a identidade sequencial (%) 

em comparação com Tsn15 são mostrados próximos a cada estrutura. 

  

A Figura 34 apresenta o alinhamento de sequência da Tsn15 com outras ciclases [4+2].  

A identidade sequencial dessas enzimas é baixa, apesar do enovelamento similar descrito 

anteriormente. É possível verificar que os resíduos que interagem com o ligante na estrutura 

complexada da proteína não são conservados. Com base nisso, possivelmente a Tsn15 possui 

um mecanismo catalítico exclusivo que não foi descrito em outras ciclases de tetronato. 

 

% Identidade com Tsn15 
PyrI4 18,8 
PodA 19,7 
AbyU 20 
AOC2 18,5 

Figura 34. Alinhamento de Tsn15 com outras ciclases [4+2]. O alinhamento foi gerado pelo 

ClustalOmega (146) e importado para o Jalview Versão: 2.11.0 (147). Resíduos similares são 
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coloridos de acordo: Azul, hidrofóbico; Verde, polar; Roxo, negativo; Vermelho, positivo; 

Amarelo, prolina; Laranja, glicina. A tabela exibe a identidade em porcentagem de Tsn15 com 

os homólogos alinhados. Os resíduos que interagem com o ligante estão destacados com um 

asterisco. 

 

O RMSD Cα entre Tsn15 apo e Tsn15 é de 0,5 Å (Figura 35). Nenhuma mudança 

estrutural significativa da enzima é necessária para acomodar o intermediário. Enquanto para 

PyrI4, os autores mencionaram que a enzima se comporta de maneira altamente dinâmica, com 

uma armadilha em forma de tampa para alternar a reação e a ciclização resultando de uma 

restrição conformacional sinérgica no barril β. Em AbyU, a comparação de simulações de DM 

das enzimas apo e ligada ao intermediário mostra que pouca alteração estrutural da enzima é 

necessária para acomodar o intermediário. 

 

Figura 35. Sobreposição das estruturas de Tsn15 em suas formas apo e em complexo com o 

ligante. 

  

O canal central do barril β forma uma cavidade em grande parte hidrofóbica e, usando 

o programa CASTp (167), foi possível calcular os volumes do sítio ativo de Tsn15, AbyU, 

PyrI4, PodA e AOC2 que são 388 Å3, 720 Å3, 840 Å3, 168 Å3 e 77 Å3, respectivamente (Figura 

36). Esse resultado indica que Tsn15 possui uma cavidade menor que PyrI4 e AbyU, mas possui 

uma cavidade maior que PodA e AOC2. O fato de o volume dos sítios ativos dessas enzimas 

ser diferente, muito provavelmente faz com que essas enzimas possam aceitar substratos 

diferentes. 
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Figura 36. Volume do sítio ativo da Tsn15. A ferramenta online CASTp 3.047 (Universidade 

de Illinois, EUA) (167) foi usada para calcular o volume da cavidade do barril β de Tsn15 de 

388 Å. 

 

O anel decalina está em posição de staking com o triptofano 190 da estrutura, um tipo 

de interação não covalente entre anéis aromáticos. Esses anéis estão em uma configuração 

paralela e o triptofano está funcionando como uma espécie de “cama”, posicionando e 

estabilizando o intermediário no local correto no sítio de ativo. Além disso, podemos ver ao 

menos duas interações polares que parecem ser importantes na catálise entre o intermediário e 

os aminoácidos serina 142 e glutamina 164 (Figura 37). O anel tetronato está totalmente 

inserido na cavidade β-barril de Tsn15, com a fração de tetra-hidrofurano projetando-se no 

solvente. O ligante 1-OH-PHZ também parece se ligar por meio de uma interação staking p-p 

com F70 em PodA (166) e em AOC2 (164), o estado de transição com uma carboxilação do 

pentadienil e um oxiânion é estabilizado por uma molécula de água fortemente ligada e 

interações p-p favoráveis com resíduos aromáticos na cavidade. Além disso, o sítio ativo da 

Tsn15 possui quatro moléculas de água que podem ser importantes para o mecanismo catalítico 

(Figura 37). Essas águas fazem ligações de hidrogênio com as cadeias laterais de Ser142, 

Thr140, Gln164 e o intermediário em nossa estrutura. PodA, por exemplo, também requer água 

e substrato para a atividade (166). 
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Figura 37. Sítio ativo da Tsn15 em complexo com o intermediário. Contatos de ligação 

detalhados entre o intermediário e os resíduos do barril β interno estão representados. As linhas 

cinza pontilhadas representam ligações de hidrogênio. 

 

Cada barril β contém um sítio ativo hidrofóbico com uma região de potencial 

eletrostático negativo próximo ao anel decalina, semelhante a PyrI4, AOC2 e AbyU (Figura 38) 

(162-164). Diferentemente, no sítio ativo do PodA (166), existem vários resíduos de 

aminoácidos polares carregados e polares. 

 

 

Figura 38. Representação da superfície do sítio ativo. Os resíduos hidrofóbicos ou polares (com 

carga positiva ou negativa e sem carga) são indicados em cores, sendo amarelo para resíduos 

hidrofóbicos, vermelho para resíduos carregados negativamente e azul para resíduos carregados 

positivamente. 

 

 



76 
 

 

Conclusão 

Neste capítulo determinamos a estrutura de Tsn15 em complexo com seu intermediário 

de reação. Tsn15, que é estruturalmente homóloga às ciclases conhecidas como Diels-alderases, 

evoluiu para catalisar uma transformação diferente (mas possivelmente também pericíclica). 

Do ponto de vista da biologia sintética, essa enzima pode ser útil para a síntese estereoespecífica 

das porções ciclohexano e tetra-hidropirano em análogos sintéticos de poliéteres ionóforos. 

Esses achados sugerem que novos exemplos de reações pericíclicas enzimáticas ainda precisam 

ser descobertos nas vias biossintéticas de produtos naturais. A elucidação da estrutura, do modo 

de ligação de substratos e também do mecanismo catalítico resolvem um problema instalado 

por anos dentro da biossíntese dessa classe de produtos naturais, na qual envolve a determinação 

da formação dos anéis centrais dos compostos tetronasina e tetronomicina. A presença de um 

intermediário de biossíntese latente com a presença de um anel decalina até então não era 

esperada para esse sistema e se acreditava que cada enzima era responsável pela formação de 

anéis distintos. Dessa maneira, este trabalho representa um avanço significativo no 

entendimento da biossíntese de policetídeos ionóforos contendo tetronatos.  
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6 CAPÍTULO III - DIELS-ALDERASES EM POLIÉTERES IONÓFOROS 

TETRONATOS: TMN9 

 

Objetivo geral: 

- Determinação e análise estrutural da proteína Tmn9 da biossíntese de tetronomicina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este capítulo gerará o artigo “Tmn9: An essential [4+2] cyclase involved in the biosynthesis of 

tetranomycin.” que está em preparação. 

 

Autores: Fernanda C. R. de Paiva, Rory Little, Paulo C. T. de Souza, Eduardo T. de Oliveira, 

Finian J. Leeper, Dick B. Janssen, Siewert-Jan Marrink, Peter F. Leadlay, Marcio V. B. Dias. 
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A via da Tetronomicina foi proposta com base na via da Tetronasina. Assim como para 

Tsn15, a origem dos anéis ciclo-hexano central e tetra-hidropirano da Tetronomicina é proposta 

como sendo uma reação em cascata enzimática de duas etapas. As duas enzimas responsáveis, 

Tmn8 e Tmn9 são ortólogas das enzimas [4+2] ciclases Tsn11 e Tsn15. Tmn9 é a penúltima 

enzima e Tmn8 é a última enzima na produção do antibiótico (Figura 39). Apesar de inúmeras 

tentativas, não conseguimos cristalizar Tmn9 em complexo com substrato ou produto. Diante 

desses resultados, foram realizadas experiências em múltiplas escalas. 

 

 

Figura 39. Via Biossintética Proposta. Um duplo exocíclico no anel tetronato sofre a cicloadição 

[4 + 2] com o dieno terminal do policetídeo linear. A Tmn9 catalisa a formação do anel 

transdecalina. 

 

A partir da clonagem da enzima Tmn9, ciclase [4+2], no vetor de expressão pET28a, 

foi possível produzir a proteína em sua forma solúvel com rendimento adequado para 

purificação e posteriores experimentos cristalográficos. Dados gerais da proteína 

trabalhada foram obtidos de acordo com análise feita pelo programa ProtParam (90) 

hospedado no servidor proteômico ExPASy (Expert Protein Analysis System) (91) e reunidos 

na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Dados gerais da proteína trabalhada. 

 Antibiótico Organismo Peso 

Molecular 

Nº de resíduos 

de 

aminoácidos 

pI 

teórico 

Tmn9 Tetronomicina Streptomyces sp. 

NRRL 11266 

54,277 Da 500 4,81 
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Conforme mostrado na Figura 40, Tmn9 eluiu com alto grau de pureza pela técnica de 

separação por exclusão molecular. Os dados de purificação da proteína foram analisados por 

gel de SDS e a presença de uma única banda confirma a pureza da amostra.  

 

 

Figura 40. Análise de SDS-PAGE da purificação da enzima Tmn9. M - marcador; AF – 

cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC); SE – cromatografia de 

exclusão molecular.  

 

Após a purificação por cromatografia de exclusão molecular, as frações coletadas foram 

juntadas, concentradas e analisadas no espectrofotômetro nanodrop (Biochrom) para que fosse 

feita a medida da concentração das enzimas. Ao final foram obtidos 20 mg.mL-1 de Tmn9. 

Testes de cristalização foram realizados e em uma condição surgiram cristais (Figura 41). 

 

 

Figura 41. Cristal de Tmn9 obtido pelo robolab do LNBIO. 

 

A Tabela 7 apresenta as condições de cristalização para a enzima Tmn9 obtida a partir 

do kit Crystal Screen (Hampton). 

 

 Tabela 7. Condições de cristalização da enzima Tsn15. 

 Precipitante Precipitante 2 Tampão Aditivo 

Tmn9 30 % w/v PEG 

8000 

 100 mM cacodilato 

de sódio pH 6,5 

200 mM acetato de 

sódio 
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A estrutura cristalina da proteína Tmn9 foi determinada com uma resolução de 2,4 Å. O 

cristal é pertencente ao grupo espacial P212121 com duas moléculas na unidade assimétrica 

(Figura 42). A proteína completa purificada (resíduos 1-497) era amarela brilhante, indicando 

a presença do cofator ligado, FAD. 

 

Figura 42. Representações da estrutura homodimérica de Tmn9 com a utilização do Pymol (94) 

a partir dos dados obtidos. Está evidenciada a presença do FAD em cada um dos monômeros. 

 

A estatística do processamento de dados pode ser vista na Tabela 8. 

 

Tabela 8. Dados coletados e Estatísticas de Refinamento para Tmn9 em sua forma apo. As 

estatísticas para a resolução mais alta são mostradas entre parênteses. 

Tmn9 

Código de acesso 6UI5 

Resolução (Å) 48,42  - 2,4 (2,486  - 2,4) 

Grupo Espacial P 21 21 21 

Parâmetros de célula unitária (a, b, c e α, β, γ) 61,205 85,605 207,683 90 90 90 

Reflexões totais 276007 (28306) 

Reflexões únicas 43537 (4277) 

Multiplicidade 6,3 (6,6) 

Completeza (%) 99,69 (99,60) 

Média I/sigma(I) 15,57 (2,10) 

Wilson Fator-B 58,06 

R-merge 0,06832 (0,8071) 

R-meas 0,07481 (0,876) 

CC1/2 0,996 (0,882) 

CC* 0,999 (0,968) 

Reflexões usadas no refinamento 43484 (4268) 

Reflexões usadas para R-free 2156 (205) 

R-work 0,2027 (0,3277) 
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R-free 0,2487 (0,3913) 

CC(work) 0,966 (0,839) 

CC(free) 0,986 (0,557) 

Número de átomos não-hidrogênio 7728 

  Macromoléculas 7584 

  Ligantes 106 

  Solvente 38 

Resíduos de proteína 994 

RMS (ligações) 0,013 

RMS (ângulos) 1,35 

Ramachandran regiões favoráveis (%) 90,30 

Ramachandran regiões permitidas (%) 7,88 

Ramachandran outliers (%) 1,82 

Rotâmeros outliers (%) 0,39 

Clashscore 16,26 

Fator-B médio 83,92 

  Macromoléculas 83,92 

  Ligantes 94,10 

  Solvente 56,41 

 

O problema de fase foi resolvido pelo método de substituição molecular usando a estrutura 

da proteína PyrE3 (PDB ID: 5XGV) como modelo. Assim como PyrE3, Tmn9 é uma proteína 

com enovelamento semelhante das para-hidroxibenzoato hidroxilases. Verificou-se que os dois 

protômeros de Tmn9 ocupam a unidade assimétrica do cristal, na qual eles se agrupam para 

formar um dímero simétrico antiparalelo. Cada protômero é composto por 14 α-hélices e 25 

fitas β e possui três domínios: um domínio de ligação ao FAD, um domínio médio e um C-

terminal do tipo tiorredoxina α/β (Embora faltem dois resíduos de cisteína essenciais para a 

catálise da tiorredoxina). O domínio de ligação ao FAD apresenta um enovelamento do tipo 

Rossmann. Somente o domínio de ligação ao FAD participa da dimerização dos dois 

protômeros (Figura 43) (168). 

 

Figura 43. Protômero da Tmn9. Estão evidenciados os três domínios: domínio de ligação ao 

FAD (verde), domínio médio (azul) e domínio C-terminal do tipo tiorredoxinana (rosa). A 

molécula do FAD ligada está mostrada no modelo em bastão.  
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A interação entre Tmn9 e FAD é predominantemente mediada por ligações de hidrogênio 

envolvendo os resíduos A13, D32, H34, R38 e o resíduo conservado D284 e as principais 

cadeias dos resíduos D284 e L121 (Figura 44). 

 

Figura 44. Sítio de ligação ao FAD. As ligações de hidrogênio envolvidas estão mostradas como 

linhas pontilhadas em cinza. O mapa de densidade eletrônica de 2Fo-Fc é contornado em 2,0 σ. 

 

Apesar de não termos sido capazes de cristalizar Tmn9 em complexo com seu substrato, 

a análise estrutural de Tmn9 revelou uma cavidade positivamente carregada e hidrofóbica na 

interface entre o domínio de ligação FAD e o domínio médio. Verificamos que as cavidades de 

ligação ao substrato que é a mesma de ligação ao FAD é grande e abriga um espaço capaz de 

acomodar o substrato (1716,720 Å3) (Figura 45 e Figura 46). 

 

 

Figura 45. Análises estruturais do Bolsão de Ligação ao Substrato de Tmn9. (A) A 

representação do potencial de carga de superfície evidencia o bolsão de ligação ao FAD 

positivamente carregado (azul indicando carga positiva e vermelho carga negativa). (B) 

Representação da superfície em que os resíduos que são hidrofóbicos estão em amarelo, os 

positivamente carregados em azul e os negativamente carregados em vermelho. (C) 

Representação de superfície mostrando que o sítio de ligação ao substrato em flavociclases é 
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variável. Neste desenho, a superfície de Tmn9 é colorida de acordo com a conservação da 

sequência de aminoácidos baseada no alinhamento da sequência de diferentes flavociclases 

usando o servidor ConSurf (roxo e ciano indicam alta e baixa conservação de sequência, 

respectivamente). 

 

 
Figura 46. Volume do sítio ativo de Tmn9. A ferramenta online CASTp 3.0 (169) (Universidade 

de Illinois, EUA) foi usada para calcular o volume de 1716.720 Å3. 

 

A pesquisa de similaridade estrutural com o DALI (170) revelou uma identidade de 

sequência inferior a 41 % com outras estruturas de homólogos depositados no Protein Data 

Bank (5xgv, 5kox, 6brd, 4k2x, 6j0z e 4x4j). A superposição de PyrE3 de Streptomyces 

rugosporus (5XGV) (171), rifampicina monooxigenase complexada com rifampicina de 

Nocardia farcinica (RIFMO - 5KOX) (172), rifampicina monooxigenase de Streptomyces 

venezuelae complexada com rifampina e FAD (Rox - 6BRD) (173), anidrotetraciclina 

hidroxilase de Streptomyces rimosus (OxyS - 4K2X) (174), monooxigenase AlpK de 

Streptomyces ambofaciens (6J0Z) (175) e BexE de Amycolatopsis orientalis subsp. Vinearia 

(4X4J) (a ser publicado) pode ser vista na Figura 47. Essas estruturas apresentam um alto grau 

de diferenças estruturais com um RMSD em torno de 2,5 Å. As principais mudanças em todos 

estão nas alças do domínio tipo tirorredoxina. 
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Figura 47. Homólogos estruturais de Tmn9 (verde). A cadeia de Cα da Tmn9 foi alinhada com 

seus homólogos estruturais (a) 5xgv (ciano), (b) 6j0z (magenta), (c) 4k2x (amarelo), (d) 5kox 

(rosa), (e) 4x4j (cinza) e (f) 6brd (azul). Ao lado de cada estrutura está o valor de rmsd e a 

identidade de aminoácidos (%) com a Tmn9. 

  

As comparações estruturais revelaram uma considerável similaridade de sequência de 

Tmn9 com as monooxigenases da família das para-hidroxibenzoato-hidroxilase dependente de 

FAD (pHBH) (Figura 48). O alinhamento mostra os resíduos altamente conservados nos 

ortólogos do DALI (170). Um ponto interessante é a ausência de resíduos conservados no local 

de ligação do substrato, é possível notar apenas semelhanças entre os enovelamentos. Não 

foram identificados aminoácidos catalíticos essenciais no sítio ativo de Tmn9 (44M, 45A, 47N, 

68V, 70F, 71P, 72E, 73V, 74R, 76A, 92T, 94M, 196Y, 197G, 198L, 206Q, 208L, 210A , 211P, 

212L, 220F, 290Y, 291P, 292Y, 293N e 294G), sugerindo que, como PyrE3, o papel do sítio 

ativo é facilitar uma conformação próxima de ataque (NAC - Near Attack Conformation) (171). 

O sítio ativo possui apenas um aminoácido básico (74R) e um resíduo ácido (72E) que não 

estão posicionados de maneira a promover a catálise ácido-base. Apenas as prolina 211 e 291 

são conservadas. A Pro291 está próxima do anel de isoaloxazina do FAD e possivelmente 

estabiliza a conformação desse cofator por meio de interação hidrofóbica, conforme proposto 

para AlpK (175). Resíduos não polares fazem as interações predominantes entre o ligante e a 

proteína. 
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Figura 48. Alinhamento de Tmn9 e PyrE3 com homólogos do DALI. O alinhamento foi gerado 

pelo ClustalOmega (146) e importado para o Jalview Versão: 2.11.0 (147). Resíduos similares 

são coloridos de acordo: Azul, hidrofóbico; Verde, polar; Roxo, negativo; Vermelho, positivo; 

Amarelo, prolina; Laranja, glicina. Os resíduos do sítio ativo proposto são destacados por 

estrelas. 

 

A comparação entre as estruturas também revelou uma alça intrigante de tamanho 

diferente nas estruturas. A alça da Tmn9 é muito grande quando comparado ao loop da PyrE3 

na mesma posição, por exemplo (Figura 49). 

 

 

Figura 49. Comparação entre Tmn9 e PyrE3. Loop 379V a 409K em Tmn9 e loop 368R a 381V 

em PyrE3. 
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O cofator FAD adota nas estruturas cristalográficas das proteínas da família pHBH pelo 

menos três conformações: “in” (176), “open” (175) e “out” (177), dependendo das condições 

de cristalização (178). A conformação “open” é uma etapa crucial sobre o ambiente de reação 

no qual o FAD é exposto ao solvente e a proteína está apto para se ligar ao ligante (175, 178). 

A estrutura de AlpK, uma homóloga de Tmn9, também foi determinada na forma apo (apenas 

em complexo com o FAD), como Tmn9 neste estudo. Considerando isso, presume-se que as 

estruturas de Tmn9 e AlpK adotem uma conformação “open” (175). No entanto, podemos ver 

que o FAD está em posições diferentes nas duas estruturas. Pode ser devido ao fato de que 

AlpK é literalmente uma monooxigenase essencial que também se liga ao NADH e requer uma 

reação redox com o FAD. Aparentemente, o FAD na Tmn9 está na configuração “in”, como 

outro membro da família pHBH, a PgaE (176) (Figura 50). Em teoria, a conformação do FAD 

será alterada para “in” após a ligação do substrato (175, 178). 

 

 

Figura 50. Comparação estrutural da conformação do FAD em Tmn9 (verde), em AlpK com 

conformação “open” (salmão, PDB: 6J0Z) (175), em PgaE com conformação “in” (ciano, PDB: 

2QA1) (176) e em WT pHBH com conformação “out” (magenta, PDB: 1DOD) (177). O 

alinhamento foi realizado com as proteínas. 

 

Sugerimos que o FAD seja apenas estrutural e atue mantendo a geometria da proteína e 

também posicionando o ligante para interações específicas com base em análises filogenéticas 

(Figura 51). Essas análises indicam que essas proteínas estão mais relacionadas às [4 + 2] 

ciclases do que às monooxigenases e carecem dos resíduos associados à ligação ao NADPH 

(179), sugerindo que o FAD tem uma função não-redox (180). 
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Figura 51. Análise evolucionária pelo método de máxima verossimilhança de proteínas com 

similaridade estrutural com a Tmn9. Os comprimentos das ramificações são mostrados. As 

proteínas e organismos utilizados são: A proteína deste estudo Tmn9 de Streptomyces sp. NRRL 

11266 (PDB: 6UI5), PyrE3 de Streptomyces rugosporus (PDB: 5XGV), Rifampicina 

Monooxigenase complexada com rifampicina de Nocardia farcinica (PDB: RIFMO - 5KOX), 

Rifampicina Monooxigenase de Streptomyces venezuelae complexada com rifampina e FAD 

(PDB: Rox - 6BRD), Anidrotetraciclina Hidroxilase de Streptomyces rimosus (PDB: OxyS - 

4K2X), Monooxigenase AlpK de Streptomyces ambofaciens (PDB: 6J0Z) e BexE de 

Amycolatopsis orientalis subsp. Vinearia (PDB: 4X4J) (a ser publicado). As análises foram 

realizadas em MEGA X (160). 

 

Para apoiar a previsão da sugerida cavidade ser o bolsão de ligação ao substrato de 

Tmn9, o produto dessa enzima, que é relativamente rígido em comparação com o substrato 

linear altamente flexível, foi docado na estrutura cristalina de Tmn9 com o programa Autodock 

Vina (116). Uma busca pela melhor forma complementar comparativamente aos homólogos de 

Tmn9 levou a três melhores poses, que estão bem encaixas e enterradas na cavidade e que 

formam interações favoráveis com os resíduos circundantes, visto que a partir dessas poses 

foram produzidas dinâmicas moleculares dos ligantes na proteína e eles se mostraram estáveis 

em 500 ns. O FAD estrutural parece ser importante no posicionamento do anel decalina 

estabilizando o ligante no complexo. As melhores poses obtidas pela docagem, tanto para o 

substrato quanto para o produto, possuem o anel tetronato/anel decalina próximo à isoaloxazina 

do FAD, assim como todos os homólogos com ligantes usados como comparação, sendo eles: 

Rifampicina Monooxigenase complexada com rifampina e FAD (PDB: Rox - 6BRD) (Figura 

52), Rifampicina Monooxigenase complexada com rifampicina (PDB: RIFMO - 5KOX), figura 

da docagem realizada com PyrE3 (PDB: 5XGV) e Rifampicina Monooxigenase complexada 

com produto (PDB: 6C7S). 
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Figura 52. Melhores poses obtidas pela docagem e sítio ativo da homóloga Rox (PDB: 6BRDB). 

Comparativamente com o ligante da homóloga Rox depositado no PDB, foram escolhidas as 

melhores poses da docagem. É possível perceber que o anel decalina está próximo à 

isoaloxazina do cofator FAD em todas as posições. 

 

O ambiente físico dentro de um cristal não é idêntico àquele da solução ou em uma 

célula viva. O cristal impõe um espaço e um tempo médios sobre a estrutura deduzida a partir 

das análises e os estudos de difração de raios X fornecem pouca informação sobre a 

movimentação molecular dentro da proteína (62). 

Com base nos estudos computacionais realizados, propomos que o mecanismo catalítico 

ocorra possivelmente devido aos efeitos de proximidade e orientação. Os mecanismos 

catalíticos da reação enzimática são semelhantes aos das reações do modelo na água e, como 

afirmado anteriormente, reações Diels-Alder podem ocorrer espontaneamente. No entanto, a 

comparação das dinâmicas moleculares feitas com o substrato na água e com o substrato na 

proteína mostram que as posições mais favoráveis em que a molécula estava na posição de 

ataque foram encontradas com mais frequência na dinâmica do substrato na proteína do que na 

dinâmica do substrato na água (Figura 53). Portanto, pode-se concluir que as reações na 

presença da enzima são cataliticamente mais eficientes. Acreditamos que mesmo que a Tmn9 

não apresente resíduos essenciais, assim como outras proteínas dessa família, ela é responsável 

por “catalisar” essa reação, não com base em ataques nucleofílicos, mas simplesmente 

colocando o substrato em uma conformação favorável para o ataque espontâneo dos grupos 
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químicos envolvidos. Dessa maneira, é dispensada a presença de resíduos cataliticamente 

relevantes, algo até então muito pouco observado na natureza nessa classe de proteínas.   

 

Figura 53. Distâncias entre os átomos envolvidos na formação do anel decalina durante a 

simulação em água (preto) e a simulação na proteína (vermelho). Os pontos se referem às 

distâncias entre as ligações C18 e O8 e entre C25 e C20, átomos envolvidos na formação do 

anel decalina. Os dados representam as médias das triplicatas das dinâmicas moleculares de 

500 ns realizadas. 

 

A dinâmica molecular revelou movimentos importantes que devem ocorrer durante o 

ciclo catalítico. Os dados das simulações de DM nos permitiram explorar as interações entre as 

poses do ligante geradas pela docagem e a proteína em escala atômica. Em particular, as 

simulações de DMs permitiram a comparação dos rearranjos estruturais e dinâmicos entre os 

estados holo e apo de Tmn9. Por meio de uma análise da média estrutural das conformações 

nos sistemas com e sem ligante, é possível verificar a variação conformacional da enzima e 

também do sítio ativo. O domínio médio atua como um cap, fechando o sítio catalítico como 

foi possível observar na dinâmica molecular. A mudança de conformação do cap também pode 

ser verificada na comparação entre os ortólogos. Esse domínio apresenta alta flexibilidade em 

comparação com outras áreas da proteína, como por exemplo o núcleo central, e isso foi descrito 

para outras enzimas semelhantes, evidenciando a flexibilidade do domínio (173, 176). Portanto, 
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foi possível verificar que as regiões mais móveis são basicamente o cap e boa parte da face 

envolvida na dimerização. Comparativamente, a estrutura com o ligante estabiliza o cap aberto, 

enquanto dados preliminares de simulações com o dímero indicam estabilização da interface 

entre os protômeros (Figura 54). 

 

 

Figura 54. Comparação da flexibilidade dos protômeros de Tmn9 sem (a) e com ligante (b) 

obtida por meio da variação conformacional da enzima durante as simulações de dinâmica 

molecular. É possível verificar o cap em conformação mais aberta na presença do ligante em 

comparação com o protômero sem o ligante. A rigidez da região do núcleo central da proteína 

é evidenciada pela cor azul.  

 

Conclusão 

Neste capítulo fornecemos insights estruturais e mecanicistas de Tmn9, uma ciclase [4+2] 

dependente de flavina. Os dados de Dinâmica Molecular e de docagem complementam os 

resultados estruturais, gerando informações em relação à variável movimento ao longo do 

tempo. O FAD desempenha um papel estrutural e o sítio ativo parece acomodar o substrato de 

forma semelhante às homólogas para as quais há estruturas cristalográficas em complexo 

depositadas. Propomos que a enzima atue na formação do anel transdecalina provavelmente por 

meio de um estado de transição [4 + 2] endo-seletivo. Apesar das reações Diels-Alder 

ocorrerem espontaneamente em água, nossos estudos evidenciam que a presença da enzima 

favorece a ocorrência da ciclização, permitindo que o substrato adquira uma posição favorável 

para a ocorrência da reação. A observação da baixa conservação sequencial e da ausência de 

resíduos relevantes corroboram a ideia de que embora essa enzima seja capaz de catalisar a 

formação do anel decalina, não há o envolvimento direto dela nesse mecanismo. Sendo assim, o 

papel dos resíduos do sítio ativo é o de somente dirigir a conformação do substrato para o 
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fechamento espontâneo do anel decalina por meio de uma reação de Diels-Alder. Estudos de 

QM/MM ainda estão sendo realizados para a confirmação da nossa hipótese que, se confirmada, 

será uma revelação importante dentro dos mecanismos enzimáticos presentes na natureza. 
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7 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Este trabalho permitiu descrever estruturalmente três enzimas envolvidas com 

ciclizações em vias de biossíntese de antibióticos: AjiA1, uma ligase dependente de ATP e 

Tsn15 e Tmn9, duas ciclases [4+2].  

AjiA1 foi determinada em sua forma apo e as análises de sua comparação com a enzima 

NatL2 (forma holo) permitiram observar movimentos completamente novos durante o ciclo 

catalítico de AFEs. A análise estrutural de AjiA1 também permitiu identificar a presença de um 

loop swapping, um evento de troca de domínio envolvendo uma alça C-terminal longa. A 

presença desse elemento estrutural e a ausência de alternância de domínios fez com que 

propuséssemos que AjiA1 e NatL2 devam ser classificadas como um novo subgrupo de ligases 

do tipo fenilacetato-CoA. Além disso, foi verificado que AjiA1 é capaz de aceitar substratos 

alternativos, indicando promiscuidade para essa enzima. Para trabalhos adicionais, estudos 

cristalográficos da amidohidrolase AjiH podem esclarecer detalhes da enzimologia e da 

biossíntese do composto AJI9561. As enzimas Aji podem ser potencialmente usadas para a 

geração de novos antibióticos benzoxazóis por meio do uso de derivados do ácido benzóico 

como precursores. 

A estrutura da Tsn15 foi determinada em complexo com um intermediário de reação no 

sítio ativo. Essa enzima apresentou dois protômeros na unidade assimétrica sendo cada um deles 

com enovelamento do tipo β barril. Quando comparada com outras ciclases [4+2], a identidade 

sequencial é baixa, apesar do enovelamento ser conservado e os resíduos que interagem com o 

ligante na estrutura complexada da proteína não serem conservados. Com base nisso, 

possivelmente a Tsn15 possui um mecanismo catalítico exclusivo que não foi descrito em outras 

ciclases de tetronato. Essa enzima pode ser útil para a síntese estereoespecífica das porções 

ciclohexano e tetra-hidropirano em análogos sintéticos de poliéteres ionóforos. A descrição 

dessa enzima, bem como as análises realizadas neste trabalho representa um avanço significativo 

no entendimento da biossíntese de policetídeos ionóforos contendo tetronatos. Estudos 

adicionais com a enzima Tsn11 da mesma via biossintética podem esclarecer detalhes da 

biossíntese das enzimas Diel-alderases. 

Tmn9, uma ciclase [4+2], teve sua estrutura determinada em complexo com o cofator 

FAD. Os dados de Dinâmica Molecular e de docagem complementam os resultados estruturais, 

gerando insights mecanicistas para essa classe de enzimas. Apesar das reações Diels-Alder 

ocorrerem espontaneamente em água, nossos estudos evidenciam que a presença da enzima 

favorece a ocorrência da ciclização. Propomos que o mecanismo catalítico ocorra possivelmente 



93 
 

 

devido aos efeitos de proximidade e orientação, em que a proteína permite que ocorram 

conformações favoráveis de NAC (Near Attack Conformations) para o substrato.  

Comparativamente com seus ortólogos, há baixa identidade sequencial entre as enzimas e há a 

ausência de resíduos catalíticos conservados no sítio ativo, corroborando o fato de possível não 

envolvimento direto da enzima no mecanismo catalítico. Estudos de QM/MM ainda estão sendo 

realizados para a confirmação de nossa hipótese. Da mesma forma que para a Tsn15, estudos 

adicionais com a enzima Tmn8 da mesma via biossintética podem esclarecer detalhes da 

biossíntese das enzimas Diel-alderases. 

Os resultados obtidos nesta tese de doutorado permitem a formulação de novas questões 

para futuros estudos tanto experimentais como computacionais. 
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APÊNDICES A – Artigo: Crystal structure of AjiA1 shows a novel structural motion 

mechanism into the adenylate forming enzyme family 
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APÊNDICES B – Artigo: Unexpected enzyme-catalysed [4+2] cycloaddition and 

rearrangement in polyether antibiotic biosynthesis 
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