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RESUMO

RIVAS L.A. Biologia estrutural de enzimas relacionadas com a formacao do grupo (S)-4-
amino-2-hidroxibutirato (AHBA) durante a biossintese de butirosina. 2020. 73 p.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2020.

A butirosina € um aminoglicosideo produzido por Bacillus circulans que apresenta um grupo
(S)-4-amino-2-hidroxibutirato (AHBA) ligado a aglicona 2-deoxiestreptamina (2-DOS). A
presenca do grupo AHBA ¢é capaz de diminuir a suscetibilidade do antibidtico as enzimas
modificadoras de aminoglicosideos (EMAS) produzidas por bactérias patogénicas. Porém, a
biossintese do grupo AHBA ¢ pouco compreendida. Com a intencdo de entender a biossintese
desse grupo, estudamos estruturalmente duas enzimas desta via: a BtrJ que catalisa a ligacédo de
uma molécula de L-glutamato com a holo-Btrl, uma proteina carreadora de peptidil (PCP); e a
BtrK que descarboxila o intermediario da reacdo anterior. As enzimas foram super expressas
em células competentes de E. coli e posteriormente purificadas por cromatografia de afinidade
e exclusdo molecular. Foram realizados ensaios de cristalizacdo mediante as técnicas de difusdo
de vapor para as proteinas nativas e em presenca do sus cofatores. Obtivemos cristais da BtrK
e BtrJ que foram difratados em fonte de luz Sincrotron. Os cristais da BtrK pertencem ao grupo
espacial P2:2:2. A estrutura da BtrK foi determinada mediante substituicdo molecular.
Estruturalmente, a BtrK apresenta dois dominios: um barril TIM e um barril f sanduiche que
interagem entre si. A dimerizacdo acontece pela interagdo de dominios entre dois monémeros
constituindo dois sitios ativos. Um residuo de lisina Lys49 conservado forma uma base Schiff
com o cofator piridoxal-5’-fosfato (PLP). O sitio ativo € altamente conservado quando
comparado com enzimas homologas, sendo principalmente hidrofébico e com um potencial
eletropositivo. De acordo com os ensaios de ancoragem molecular, o L-glutamato, substrato
parcial da BtrK, ndo interage diretamente com o PLP, mas faz liga¢cbes com residuos proximos
que podem ajudar na sua estabiliza¢do no bolsdo catalitico. N&o foi possivel detectar um sinal
andmalo derivado da incorporacdo de metais pesados para a BtrJ, mas obtivemos cristais
promissores com incorporacdo de selenometionina. Mediante ensaios de DSF, pudemaos inferir

a necessidade de holo-Btrl para a formacao de um complexo estavel com a BtrJ.

Palavras chave: Produtos naturais. Aminoglicosideos. Butirosina. AHBA. Cristalografia.



ABSTRACT

RIVAS L.A. Structural biology of enzymes involved in the (S)-4-amino-2-hydroxybutyrate
(AHBA) biosynthesis from the aminoglycoside butirosin. 2020. 73 p. Master thesis
(Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2020.

Butirosin is an aminoglycoside produced by Bacillus circulans which has a (S)-4-amino-2-
hydroxybutyrate (AHBA) moiety bonded to a 2-deoxystreptamine (2-DOS) aglycone. The
presence of AHBA decreases the antibiotic susceptibility to aminoglycoside modifying
enzymes (AMEs) produced by pathogenic bacteria. However, the several points of the
biosynthesis of AHBA remain unclear. With the objective to understand the biosynthesis of this
chemical group, herein we perform a structural study of two enzymes of this pathway: BtrJ
which catalyses the bounding of a L-glutamate molecule with the holo-Btrl, a peptidyl carrier
protein (PCP); and BtrK which decarboxylates the intermediary of Btr]J’s reaction. The enzymes
were overexpressed in E. coli competent cells and purified by affinity chromatography followed
by size exclusion chromatography. Crystallization assays were performed through vapor
diffusion technique for the proteins in their native conformations as well as in the presence of
their cofactors. BtrK and BtrJ crystals were obtained and were exposed to X-ray to obtain
diffraction data in the Synchrotron light source. BtrK protein crystals belong to P2:2:2 space
group. Phasing was done by molecular replacement and two domains were identified: one TIM
barrel and another B-sandwich interacting between themselves. Dimerization occurs with the
interaction of the domains between two monomers that constitutes two active sites. A conserved
lysine Lys49 residue forms a Schiff base with pyridoxal-5’-phosphate (PLP) cofactor. Active
site is highly conserved when compared to homologous enzymes, being mostly hydrophobic
and electropositive. According to the molecular docking assays, L-glutamate, partial BtrK’s
substrate, does not interact directly with the PLP, but bonds with nearby residues that can aid
stabilize it in the catalytic pocket. It was not possible to identify an anomalous scattering from
the heavy metal soaking for BtrJ crystals, however, we obtained promising crystals with
selenomethionine incorporation. Through DSF experiments, we inferred the need for holo-Birl
for the formation of a stable complex with BtrJ.

Keywords: Natural products. Aminoglycosides. Butirosin. AHBA. Crystallography.
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1 INTRODUCAO
1.1 Produtos naturais

Vaérios produtos naturais séo agentes anticancerigenos e antibioticos importantes devido
a sua diversidade e propriedades farmacologicas. Estes compostos bioativos sdo produtos do
metabolismo secundério principalmente de plantas, fungos, actinomicetos e cianobactérias,
capazes de interagir com alvos essenciais de diferentes organismos. Os efeitos destas moléculas
incluem uma grande variedade de acGes biologicas, incluindo a modulacéo do canal de sadio,
inibicdo de proteases e inibicdo de vias biossintéticas (CLARDY; FISCHBACH; WALSH,
2006; HARVEY, 2008). Desta forma, produtos naturais também podem ser usados como
agentes imunossupressores, hipocolesterolémicos, antifungicos, anti-inflamatérios, entre outras

aplicacBes meédicas e veterinarias.

Os produtos naturais apresentam grandes vantagens, entre elas a sua novidade e
diversidade estrutural pois seus centros quirais, anéis e grupos funcionais sdo mais complexos
do que compostos sintéticos (ZHANG; DEMAIN, 2005). Essas moléculas, também, tém
evoluido para se ligar a novos alvos ja que sdo selecionados pela natureza para interacdes
especificas. Apesar dos produtos naturais serem amplamente inexplorados, podem direcionar o
desenho de compostos sintéticos gerando analogos com melhores propriedades farmacolégicas
(HARVEY, 2008) e ainda podem apresentar novos mecanismos de agdo ndo descobertos
(ZHANG; DEMAIN, 2005).

Geralmente 0s genes responsaveis pela biossintese de produtos naturais estdo
localizados em agrupamentos génicos que levam a transcricdo de diferentes classes de enzimas
envolvidas em sua biossintese, transporte e resisténcia (WRIGHT, 2014). Entre estas enzimas,
é comum encontrar glicosiltransferases, aminotransferases e deoxiredutases que sdo capazes de
transformar moléculas intermediarias da via glicolitica ou derivados de acetil-CoA, em

compostos altamente funcionalizados, como os aminoglicosideos e policetideos.

A exploracdo dos produtos naturais permitiu 0 seu reconhecimento como uma fonte
potencial de moléculas antibioticas. A maioria de antibidticos de uso clinico implementados
nos ultimos 70 anos, sdo produtos naturais sintetizados por diferentes microrganismos como

uma resposta de adaptacdo ao seu ambiente. 1sso acontece especificamente na fase estacionaria,
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quando 0s microrganismos precisam competir por espaco e nutrientes o que leva a ativacdo de
genes que codificam enzimas capazes de produzir tais moléculas (WALSH, 2003; DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012). Os antibioticos ou antimicrobianos podem ser classificados de
acordo com o seu mecanismo de acéo que interferem na: (1) biossintese da parede celular como
os B-lactamicos; (2) biossintese de proteinas como os aminoglicosideos; (3) replicacdo do DNA
e reparo como as quinolonas e (4) biossintese de folato como as sulfonamidas (Figura 1)
(WALSH, 2003).

== Inibicdo da sintese de proteinas

Inibicdo da sintese de DNA ou RNA

Inibicdo da sintese da parede celular RNA

polimerase
\ GTP——mDHp——»DHF dTMP\‘ )
# dTTP
Parede \ THF-" “~dUMP
celular ) Inibicéo da sintese de folato

3 """"-—-‘_""t.
Membrana ¥
Parede celular

citoplasmatica -
]
: Membrana externa
=)

Periplasma

Periplasma

Membrana citoplasmatica

1
Gram-positivo ] Gram-negativo

Figura 1. Principais mecanismos de acéo dos antimicrobianos.
Os antimicrobianos atuam sobre diferentes organelas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
causando uma perda da estabilidade celular. Imagem adaptada de Walsh, 2003.

Clinicamente, entre os antibioticos mais utilizados encontram-se os policetideos,
peptideos ndo ribossomais e aminoglicosideos (PHAM et al., 2019). Tanto os policetideos como
0s peptideos ndo ribossomais sdo primariamente produzidos por megasintases que consistem

em multiplos dominios organizados em modulos que adicionam progressivamente unidades
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extensoras ligadas na fosfopanteteina de uma proteina carreadora de acila (ACP do inglés acyl
carrier protein) ou uma proteina carreadora de peptidil (PCP do inglés peptidyl carrier protein).
A diversidade destas moléculas depende de enzimas como as cetossintases, que sdo capazes de
incorporar uma ampla variedade de unidades extensoras naturais e ndo naturais e cetoredutases
que reduzem estereoespecificamente as -carbonilas (TIBREWAL; TANG, 2014).

Apls a montagem da aglicona ou o antibidtico em maturacdo, podem acontecer
mudancas que transformem a molécula em um composto ativo. Essa acdo é coordenada por
enzimas conhecidas como “alfaiates” (tailoring enzymes em inglés) que realizam a adicéo de
diferentes grupos funcionais como grupos amino, amidos, acetil, aclcares e atomos de
halogénio. Estes contribuem ndo sé com a diversidade estrutural, mas também com o
reconhecimento de novos alvos, com a solubilidade e com a estabilidade das moléculas
(TIBREWAL; TANG, 2014). Além disso, as enzimas alfaiates podem ainda, realizar
modifica¢fes dos grupos quimicos nas cadeias policetidicas atraves de reducbes ou oxidacoes
(NGUYEN et al., 2013; TIBREWAL; TANG, 2014).

1.1.1 Ferramentas de exploracdo de produtos naturais

A descoberta de novos antibidticos tem se tornado essencial no combate as diferentes
bactérias multi-resistentes, a aparicdo de novas doencas e a geracdo de moléculas menos
toxicas, criando uma necessidade para o estudo de novos alvos biolégicos. Gragas ao
desenvolvimento de diferentes instrumentos e de plataformas como a triagem de alto
desempenho (HTS do inglés High-Throughput Screening), hoje é possivel realizar uma
avaliacdo dos compostos de uma maneira mais rapida e econdmica (ZHANG; DEMAIN, 2005).
Porém, para a exploracdo dos produtos naturais como fonte farmacéutica, deve-se superar
alguns desafios como o isolamento de microrganismos nao cultivaveis, a caracterizacao de um
volume grande de moléculas, a escassa produgdo do composto ativo e a redundancia dos
metabdlitos estudados (WRIGHT, 2014).

Portanto, existem diferentes estratégias amplamente estudadas para superar esses
problemas, como a exploracéo sistematica dos ecossistemas através de novas técnicas de coleta
que permitem o crescimento e isolamento de espécies representativas de uma populagéo
(ZHANG; DEMAIN, 2005). Também tem sido implementada a expressdo de DNA do ambiente

em hospedeiros heter6logos que permite a insercdo de novos agrupamentos génicos e
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consequentemente a producdo heterdloga dos metabolitos desejados (ZHANG; DEMAIN,
2005; CLARDY; FISCHBACH; WALSH, 2006; HARVEY, 2008). Do mesmo modo, a
manipulacdo e diversificacdo das condicdes fisioldgicas dos microrganismos facilita a geracao
de diferentes compostos quimicos. O uso de cepas geneticamente modificadas que produzem
compostos microbianos ‘ndo naturais’ derivados de compostos naturais também tem permitido
o desenvolvimento de vérias novas moléculas bioativas. Isso ocorre gragas a técnicas de
biossintese combinatorial onde ha uma troca de genes presentes nos agrupamentos que geram
vias biossintéticas hibridas permitindo a sintese de novas moléculas (HARVEY, 2008; PHAM
et al., 2019). Igualmente, a implementacdo de técnicas como espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (MS), cromatografia liquida de alto
desempenho (CLAD) permitem a comparacdo dos perfis de metabolitos em uma amostra que
facilita a construcao de bibliotecas de produtos naturais (ZHANG; DEMAIN, 2005).

Finalmente, o desenvolvimento e avanco da biologia estrutural tem permitido uma
melhor exploracdo da engenharia de proteinas que auxilia na elucidacdo de mecanismos
cataliticos (CLARDY; FISCHBACH; WALSH, 2006). Estudos estruturais permitem a
visualizacdo de modos de ligacao de substratos facilitando o processo de descoberta de um novo
candidato tanto na triagem inicial como nas etapas de otimizagdo (CLARDY; FISCHBACH,;
WALSH, 2006). Ferramentas bioinforméaticas também sdo utilizadas para predizer quais
microrganismos poderdo produzir novos compostos quimicos com base nas sequéncias de

genes presentes nos agrupamentos génicos ortélogos (HARVEY, 2008).

Assim, a integracdo da bioquimica e biologia estrutural tem contribuido enormemente
na pesquisa e no desenvolvimento de novas moléculas naturais e sintéticas. Por exemplo, Bury
etal., 2007 elucidou as bases estruturais do mecanismo de metilacdo de uma N- metiltransferase
na biossintese de gentamicina, bem como mostrado que essa enzima & promiscua para a
interacdo com outros aminoglicosideos gerando novos derivados de canamicina e tobramicina
(BURY etal., 2017).

1.2 Aminoglicosideos (AGS)

A exploragdo de pequenos compostos bioativos em microrganismos do solo permitiu a
descoberta da estreptomicina, o primeiro aminoglicosideo a ser caracterizado (ARYA, 2007).
Isso conduziu a consolidacdo da industria biofarmacéutica moderna e ao isolamento de

diferentes moléculas de bactérias do solo e de outros ambientes com propriedades importantes
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no tratamento de doencas, sejam elas infecciosas ou ndo (ARYA, 2007). A estreptomicina,
isolada de Streptomyces griseus, foi introduzida para uso clinico em 1944 e nos anos posteriores
foram implementados outros aminoglicosideos como a canamicina, gentamicina, neomicina,
netilmicina, tobramicina e amicacina, isolados de diferentes espécies de Streptomyces e
Micromonospora (KRAUSE et al., 2016).

Os AGs sdo antibioticos de amplo espectro altamente aminados que se unem
irreversivelmente a unidade ribossomal 30S interferindo na leitura do codigo genético e
produzindo sequéncias proteicas erradas (Figura 2A). Também podem interferir na ligacéo do
tRNA com o respectivo rRNA na traducdo ou impedido a translocacdo do tRNA do sitio-A ao

A
aminodcido errado
E
leitura errada do codon
aminoglicosideo
G A
XXXXXXAUGCG CCCCACCUGA
HERERNENNEN LIt
5 codon 1 codon 2 codon 3 codon 4 codon5 codon 6 codon 7 3
(-MET/ (ARG) (GLY) (SER) (PRO) (THR) (Stop)
Start)
B

subunidade 50S

E
aminoglicosideo
subunidade 30S
\
XX XX XX AUCCCCCACCUGA
[ 1111 RN
5 codon 1 ecodon2 codon3 codon4 codon5 codon6 codon7 3

(-MET/  (ARG) (GLY) (SER) (PRO) (THR) (Stop)
Start)

Figura 2. Mecanismos de a¢do dos aminoglicosideos.

(A) O antibiotico se liga irreversivelmente a subunidade 30S do ribossomo causado a leitura errada do cédon
afetando a sintesse da proteina. (B) O antibidtico interfere com a translocacéo do tRNA do sitio-A para o sitio-
P. Imagem adaptada de Kaiser, Gary (Community College of Baltimore).



23

sitio-P (Figura 2B) (EDSON; TERRELL, 1999)(KOTRA; HADDAD; MOBASHERY, 2000).

Os AGs apresentam grupos amino que séo carregados positivamente e interagem com
0s componentes da membrana bacteriana carregados negativamente (como fosfolipidios e
acidos teicoicos), deslocando ions de magnésio que levam a ruptura da membrana externa para
facilitar a entrada do antibidtico (KRAUSE et al., 2016). Uma vez que o AG se encontra no
citoplasma, acontece a inibicdo da sintese de proteinas ou a geracdo de proteinas erradas
causando a morte celular (KUDO; EGUCHI, 2009a; KRAUSE et al., 2016).

Estes antibioticos geralmente sdo eficazes para o tratamento de infeccBes graves
causadas por ambas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, e sdo particularmente eficazes
no combate as enterobactérias (KRAUSE et al., 2016). Também apresentam boa atividade
contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e contra Mycobacterium spp, sendo
a estreptomicina o primeiro tratamento efetivo contra a tuberculose (EDSON; TERRELL, 1999;
KOTRA; HADDAD; MOBASHERY, 2000; ARYA, 2007; KUDO; EGUCHI, 2009a;
KRAUSE et al., 2016).

As estruturas dos AGs, apresentam ligacOes glicosidicas entre as posicdes 4 e 50u 4 e
6 de um ciclitol e diferentes aminoacucares, e sdo altamente funcionalizados por diversas
enzimas que rendem estruturas quimicas complexas. De acordo com o tipo de ciclitol ou
aglicona que apresentam no centro da estrutura, os AGs podem ser classificados em aqueles
derivados da 2-deoxiestreptamina (2-DOS) (Figura 3A) e os derivados do mio-inositol (Figura
3B) (KUDO; EGUCHI, 2009b). As duas estruturas sdo derivadas da glicose-6-fosfato, que
mediante a acdo de diferentes enzimas, geram os nucleos dos AGs.

Os genes responsaveis pela producdo dos AGs estdo organizados em agrupamentos
génicos, embora alguns genes de resisténcia tenham sido encontrados fora desta regido (Figura
4). A descoberta dos genes btr da butirosina, impulsionou a exploracdo de agrupamentos
génicos da familia de AGs derivados da 2-DOS (KUDO; EGUCHI, 2009b). Nesta familia, é
identificado um grupo de 7 enzimas conservadas (2DOI sintase, L-glutamina:2DOlI
aminotransferase,  desidrogenase = NAD-dependente, glicosiltransferase,  deacetilase,
desidrogenase FAD-dependente e uma aminotransferase) associadas a biossintese da estrutura
em comum da neamina, tanto dos AGs 4,5-disubstituidos (e.g. butirosina e neomicina) como
dos 4,6-disubstituidos (e.g. canamicina, tobramicina e gentamicina) (ARYA, 2007; KUDO;
EGUCHI, 2009a) (Figura 4 e 5).
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Figura 3. Classificacdo dos aminoglicosideos de acordo com o aminociclitol.

(A) Familia dos derivados da 2-deoxiestreptamina (2-DOS) identificada em vermelho que comprende a maioria
dos AGs. (B) Familia dos derivados do mio-inositol-1-fosfato (MIP) identificado em azul. Imagem adaptada
de Kudo e Eguchi, 2016.

A 2-DOl sintase permite a formacéo do intermediario 2-deoxi-scilo-inonosa (2DOI) a
partir da glicose-6-fosfato, que posteriormente é convertido em 2-deoxi-scilo-inosamina
(2DOIA) pela agdo de uma aminotransferase (Figura 5). No agrupamento génico para a
butirosina, a aminotransferase € nomeada BtrR, uma enzima dimérica dependente de PLP que
apresenta similaridade estrutural com outras aminotransferases de aspartato associadas ao
metabolismo secundéario (POPOVIC et al., 2006). Em seguida, uma desidrogenase dependente
de NAD atua sobre o C-1 que gera 0 amino-DOI (KUDO et al., 2005). No caso da butirosina,
aenzima responsavel pela desidrogrenacao é a BtrN, uma radical SAM que pertence a um grupo
de proteinas que catalisa uma grande diversidade de reacbes (WANG; FREY, 2007).
Novamente, a 2-DOI aminotransferase ajuda na biossintese do aminociclitol 2-DOS que

posteriormente é glicosilado mediante uma glicosiltransferase estruturando o intermediario N-
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Figura 4. Agrupamentos génicos da familia de aminoglicosideos derivados da neomicina.

NEO neomicina, RIB ribostamicina, PAR paramomicina, LIV livodomicina e BTR butirosina. Em laranja,
0s genes associados com a formagdo da neomicina. Em verde, 0s 7 genes responsaveis pela codificacdo das
enzimas envolvidas na biossintese do grupo AHBA.. Imagem adaptada de Arya, 2007.

acetilparomamina com a adi¢do de uma molécula de N-acetil-D-glucosamina (YOKOYAMA
et al., 2008). A 2’-N-acetilparomamina deacetilase remove o grupo N-acetil produzindo a
paromamina, sobre a qual atua uma desidrogenase que oxida o C-6’ para finalmente formar a
neamina gracas a intervencdo de outra aminotransferase. A neamina € convertida em
ribostamicina pela intervencédo de 2 enzimas, uma fosforibosiltransferase e fosforibostamicina
fosfatase. Esta é a via em comum para a biossintese de AGs derivados da via do 2-DOS,
especificamente os ribosilados como a neomicina e a butirosina, cuja estrutura final vai

depender de genes exclusivos para cada agrupamento génico.

1.2.1 Mecanismos de resisténcia e toxicidade

Apesar dos aminoglicosideos apresentarem excelentes caracteristicas como agentes
bactericidas de amplo espectro, a resisténcia microbiana tem reduzido o interesse nestas
moléculas. A resisténcia pode acontecer por 3 mecanismos: (1) a modificacdo das proteinas
ribossomais devido a mutag¢fes pontuais no rRNA 16S (ARYA, 2007); (2) o surgimento de

cepas mutantes deficientes da cadeia transportadora de elétrons incapazes de internalizar o
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Figura 5. Biossintese da estrutura comum da neamina da familia dos AGs derivados da 2-DOS.

As enzimas estdo identificadas em laranja de acordo como os genes da Figura 4. O nome das enzimas depende
do aminoglicosideo correspondente, por exemplo para a butirosina o prefixo é Btr. Posterior & acdo da neamina,
ilustra-se a acdo de outras duas enzimas (L e P) encarregadas de estruturar a ribostamicina. Imagem adaptada
de Kudo, Eguchi, 2009a.

aminoglicosideo, assim como a presenca de bombas de efluxo que liberam os antibioticos fora
da célula (ARYA, 2007); e (3) a alteracdo do antibiético devido as enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (EMASs) (KUDO; EGUCHI, 2016). Estas enzimas tém se espalhado pelas
comunidades bacterianas, uma vez que muitos dos genes que as codificam sdo encontrados em
elementos genéticos moveis como transposons e plasmideos facilitando a geracdo de novas
variantes enzimaticas capazes de aceitar novos aminoglicosideos como substratos (RAMIREZ;
TOLMASKY, 2010). As EMAs mais representativas estdo identificadas na Figura 6 e podem

ser classificadas em 3 grupos principais:

e N-acetiltransferases (AACs): presentes em Gram-positivas e Gram-negativas com

um amplo perfil de resisténcia aos aminoglicosideos (ARYA, 2007). Dependendo
do subgrupo, estas enzimas podem acetilar os grupos nas posi¢des 1 (AAC(1’)) e 3
(AAC(3”)) do anel 2-DOS (KRAUSE et al., 2016). A ACC(1’) ¢ encontrada em E.
coli e pode catalisar a acetilagdo de aminoglicosideos como a butirosina e a di-
acetilacdo da ribostamicina e neomicina (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). As
AAC(6”) sdo as mais comuns e 0s seus genes foram reportados em plasmideos,

cromossomos e elementos genéticos maveis.
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Figura 6. Enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAS) mais representativas.

Em azul as N-acetiltransferases (AACs) que catalisam a acetilagdo do antibidtico nas posi¢des 1, 3, 2 ou 6.
Em verde as O-nucleotidiltransferases (ANTSs) que catalisam a adenililagdo nas posi¢des 6, 9, 4°,2’’ou3”’. Em
vermelho as O-fosfotransferases (APHS) que transferem um grupo fosfato nas posigdes 4, 6, 9, 3,2, 3> ¢
7°’. Imagem tomada de Ramirez e Tomalsky, 2010.

e O-nucleotidiltransferases (ANTS): estas enzimas sdo dimeros obrigatorios na qual

cada subunidade interage com o substrato formando um complexo Mg-ATP,
seguido pela ligacdo ao aminoglicosideo permitindo a transferéncia do grupo
adenila. Assim, a molécula adenililada € liberada. As duas subunidades geram uma
carga negativa na superficie da enzima que atrai o aminoglicosideo carregado
positivamente (ARYA, 2007). As ANT(3”’) sdo as mais comuns e conferem
resisténcia a espectomicina e estreptomicina (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

o O-fosfotransferases (APHS): estdo presentes em Gram-positivas e realizam uma

fosforilacdo nos grupos hidroxilas dependente de ATP, perdendo a capacidade de
formar pontes de hidrogénio com residuos do rRNA (KRAUSE et al., 2016).

Apresentam dois dominios: o N-terminal que é responsavel pela ligacdo de ATP e 0
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C-terminal que fornece o sitio de reconhecimento do aminoglicosideo onde acontece
a transferéncia do fosfato (ARYA, 2007). Entre as APHs mais comuns, estdo as
APH(3”) que evidenciaram ser efetivas na modificacdo de diversos AGs como
canamicina, neomicina, butirosina, ribostamicina, etc (RAMIREZ; TOLMASKY,
2010).

Adicionalmente a resisténcia, as caracteristicas nefrotoxicas e ototoxicas dos AGs tém
reduzido drasticamente o interesse no uso destes antibioticos. Os AGs tém uma forte afinidade
e seletividade com os fosfolipidios do rim causando uma forte absor¢cdo do medicamento.
Também, podem estar envolvidos em mecanismos enzimaticos de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que podem destruir células ciliadas no ouvido devido a quelagédo de ions metélicos que
regulam as vias de morte celular (WALSH, 2003; ARYA, 2007). A acdo toxica deve-se as
cargas positivas dos AGs em um pH fisiol6gico que os permite se ligar a uma variedade de
componentes celulares carregados negativamente. Os efeitos adversos foram percebidos
inicialmente com a introducdo da estreptomicina, mas posteriormente foram constatados em

outros AGs como a gentamicina, canamicina e amicacina. (KUDO; EGUCHI, 2009b, 2016).

Mesmo que os AGs apresentem numerosas adversidades, estes antibioticos ainda sdo a
primeira escolha para o tratamento de diferentes doencas infecciosas, apresentando um amplo
espectro de atividade que melhora quando atuam sinergicamente com outros antimicrobianos.
Embora sejam numerosos e altamente eficazes, 0s mecanismos de resisténcia para 0s AGs sao bem
estudados o que facilita a pesquisa de estratégias para combaté-los. A combinacdo com p-
lactdmicos é efetiva contra sepse severas e infecgdes nosocomiais e sdo importantes em terapia de
combinacdo para infecgdes tuberculoso-resistentes (KRAUSE et al., 2016). Adicionalmente, a
otimizacdo da dosagem dos AGs pode contribuir para a reducdo da sua toxicidade mantendo a
eficiéncia do antibidtico (KRAUSE et al., 2016).

O desenvolvimento de moléculas que evitem esses contratempos, especialmente 0s
mecanismos de resisténcia, tem sido amplamente empregado para a geracio de novos AGs. E
0 caso da plazomicina, um aminoglicosideo que foi projetado a partir da sisomicina com uma
modificacdo na posicdo N-1 pela adi¢do de um grupo &acido hidroxilaminobutirico que impede
a acdo da AAC(3), ANT(2”’) e APH (2’’) e que conferem resisténcia & gentamicina e
tobramicina (KRAUSE et al., 2016). Adicionalmente, a plazomicina ndo apresenta grupos
hidroxila nas posi¢des 3’ e 4’ protegendo-a da ANT(4’) e a APH(3”) (ELJAALY et al., 2019).
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Também existem outros AGs como a arbecacina, um derivado da dibecacina que é efetiva
contra as EMAs encontradas em S. aureus resistente a meticilina (MRSA do inglés methicillin-
resistant Staphylococcus aureus) e com boa atividade contra P. aeruginosa e Acinobacter spp
(LABBY; GARNEAU-TSODIKOVA, 2013; KRAUSE et al., 2016; KUDO; EGUCHI, 2016).
Desta forma, a biossintese combinatorial dos aminoglicosideos pode ser uma alternativa para

resolver este problema permitindo o desenvolvimento de moléculas mais eficazes.

1.3 Butirosina

A butirosina ¢ um AG obtido a partir de Bacillus circulans, com atividade contra
bactérias Gram-positivas e algumas Gram-negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa
(DION; WOO; WILLMER, 1972). A butirosina é um AG 4,5-disubstituido que, em lugar de
apresentar uma unidade glicosidica adicional, tem um grupo (S)-4-amino-2-hidroxibutirato
(AHBA) acoplado ao C-1 do 2-DOS mediante uma ligagdo amida (Figura 3). Na evolugéo do
agrupamento génico da butirosina, a perda da capacidade de biossintese da molécula de aglcar
pode ter acontecido durante a transferéncia horizontal de um agrupamento para a neomicina de

um actinomiceto para o filo dos firmicutes (ARYA, 2007).

A presenca do grupo AHBA torna a butirosina um antibi6tico bastante interessante pela
evidéncia de causar insensibilidade frente a acdo de algumas EMAs (LI et al., 2005). AHBA ja
foi inserido na posicdo C-1 da canamicina e dibecacina que derivou na amicacina e arbecacina.
O C-1 é um alvo frequente das N-acetiltransferases e a adi¢do do grupo AHBA evita a sua acédo
(L1 et al., 2005; ARYA, 2007). Entre todos os AGs disponiveis, a amicacina € 0 que apresenta
melhor capacidade de evitar os diferentes mecanismos das EMAs; porém ja foi reportada
resisténcia a este antibidtico em espécies como Klebsiella pneumoniae (RAMIREZ;
TOLMASKY, 2017). Isso demonstra a importancia das aproximagfes semissintéticas para a
criacdo de AGs mais eficientes no combate aos diferentes mecanismos de resisténcia

anteriormente mencionados.

A biossintese do grupo AHBA ocorre a partir de uma molécula de L-glutamato e
envolve a acéo de enzimas codificadas por 7 genes (btrl, btrK, btrG, btrH, btrO, btrJ e btrV)
que ndo sdo encontrados em nenhum outro agrupamento génico (Figura 4) (LLEWELLYN;

LI; SPENCER, 2007). O mecanismo de biossintese acontece da seguinte maneira (Figura 7):
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Figura 7. Biossintese da butirosina B em Bacillus circulans.

Em rosa as enzimas encarregadas da biossintese, em azul a Btrl, em vermelho o ciclitol 2-DOS. (1)
Ligacdo entre o L-glutamato e a holo-Btrl mediada pela BtrJ. (2) Descarboxilagdo do y-aminobutirato-
S-Btrl pela BtrK. (3) Ligacdo de outra molécula de L-glutamato. (4) Hidroxilagdo do y-L-glu-GABA-S-Btrl
pelo sistema mono-oxigenase BtrO/BtrV. (5) Ligagdo do intermediario vy-L-glu-AHBA-S-Btrl &
ribostamicina pela acdo da BtrH. (6) Desprotecdo do y-glutamil-AHBA pela BtrG gerando o produto
butirosina B e piroglutamato. Imagem adaptada de Llewellyn et al., 2017 e Li et al., 2005.

1. Primeiramente ocorre a atuacdo de uma ligase dependente de ATP, BtrJ, que catalisa
a ligacdo de uma molécula de L-glutamato & PCP Btrl, que estd em sua conformacao
holo, ou seja, na presenca do seu grupo prostético 4’-fosfopantetenina (4’PP)
(derivado da coenzima A) (LAMBALOT; WALSH, 1995). O produto desta reacao
é o intermediério biossintético y-L-glutamato-S-Btrl.

2. Posteriormente, acontece uma descarboxilagdo no carbono o (Co) pela
descarboxilase BtrK para produzir uma molécula de y-aminobutirato-S-Birl
(GABA-S-Btrl).
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3. Uma segunda molécula de L-glutamato € adicionada ao intermediario anterior,
novamente pela BtrJ, para formar uma molécula de y-L-glu-GABA-S-Btrl.

4. Uma posterior hidroxilagdo do Ca ¢ feito pelo sistema mono-oxigenase BtrO/BtrV.
A BtrV catalisa a reducdo da flavina mononucleétido (FMN) usando NAD(P)H
como doador de elétrons e a BtrO adiciona uma hidroxila no substrato na presencga
de FMNH: e O». Essa reacéo gera como produto o y-L-glu-AHBA-S-Birl.

5. A transferéncia do y-L-glu-AHBA-S-Btrl para a ribostamicina é realizado pela
aciltransferase BtrH.

6. Um altimo processo de desprotecdo do grupo y-glutamil-AHBA é feito pela
ciclotransferase BtrG que gera como produto a butirosina B e a liberagcdo de uma

molécula de piroglutamato.

Gragas ao estudo do grupo de Li e colaboradores, 2005, foi possivel esclarecer os
mecanismos das diferentes enzimas para a biossintese do grupo AHBA. Inicialmente, pensava-
se gque a BtrJ seria responsavel pela ligacdo entre o grupo AHBA e a molécula de ribostamicina,
mas quando esta foi incubada na presenca de ATP e Mg*?, ndo foi possivel detectar a presenca
de butirosina. Assim, foi deduzido que a sua participacdo estava associada a ativacdo de um
precursor carboxila e a transferéncia do acil-S-Btrl para a holo-Btrl. Uma posterior incubacéo
da reacédo da BtrJ com a BtrK revelou um produto com maior massa do que o esperado, 0 que
levou a hipdtese que, ap6s a descarboxilacdo mediada pela BtrK, acontece a ligacdo de uma
segunda molécula de L-glutamato realizada pela BtrJ. Assim, o intermediario y-L-glu-GABA-
S-Btrl seria o verdadeiro substrato do sistema mono-oxigenase BtrO/BtrV e ndo GABA-S-Birl
como era pensado anteriormente. A Btrl tem um papel muito relevante, pois funciona como

plataforma na qual acontecem as modifica¢des do L-glutamato e dos diferentes intermediarios.

Um segundo estudo de Llewellyn e colaboradores, 2007, permitiu esclarecer a segunda
parte da biossintese da butirosina, na qual acontece a transferéncia e desprotecdo do grupo
AHBA. A enzima BtrH foi caracterizada in vitro e provou ser uma enzima com atividade 1-N-
acetiltransferase catalisando a ligacdo do y-L-Glu-AHBA ao 2-DOS da butirosina, enquanto
a enzima BtrG realiza a desprote¢ao do y-L-Glu-AHBA para produzir butirosina B e
piroglutamato. As enzimas BtrH e BtrG podem atuar sobre outros AGs 4,5-disubistituidos como
a paromomicina e neomicina, mas ndo 4,6-disubstituidos como canamicinas e gentamicinas
(LLEWELLYN; LI; SPENCER, 2007; LLEWELLYN; SPENCER, 2008), o que representa

uma utilidade no uso destas enzimas para a producdo de novos AGs.
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Porém, ndo ha informaces sobre as caracteristicas estruturais destas enzimas, apesar de
estudos funcionais ja terem sido realizados. Assim, um melhor entendimento estrutural delas
poderia ajudar com a geracdo de moléculas de AGs modificadas que sejam mais efetivas frente
a bactérias multi-resistentes. Embora a enzima BtrK ja apresente uma estrutura resolvida no
Protein Data Bank PDB (entrada 2J66) de 2006, ndo ha qualquer relato de sua descri¢do
estrutural na literatura. Um estudo detalhando da mesma ainda é necessario para entender 0s

mecanismos de descarboxilacdo nos passos iniciais da biossintese do grupo AHBA.
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2 OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo das enzimas envolvidas nos

primeiros passos na producdo do grupo AHBA na biossintese da butirosina.

e Realizar a determinagdo estrutural da enzima descarboxilase BtrK, tanto na sua
forma de holo-enzima (na presenca do piridoxal-5’-fosfato PLP), como na presenca
do substrato (y-L-glutamato-S-Btrl).

e Realizar a determinagéo estrutural da enzima BtrJ, na sua forma apo assim como em
presenca de ATP, Mn*? (cofator da enzima), L-glutamato (substrato) e ADP
(produto).

e Avaliar possiveis interacfes entre a BtrJ e a Btrl, assim como com os intermediarios

das reacoes.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Clonagem e expressao

Os genes btrK, btrJ e btrl estudados neste trabalho foram clonados pelo grupo de
pesquisa do Prof. Peter Leadlay, University of Cambridge-UK em sistema pET-28a(+) e foram
gentilmente cedidos para nosso grupo de pesquisa. A transformacéo foi realizada em células
competentes: inicialmente em Escherichia coli DH5a para amplificagdo do plasmideo;
posteriormente em E. coli BL21(DE3) para a expressao da BtrJ e Btrl e E. coli Rosetta para a
expressdo da BtrK. A reacdo realizou-se com 50 uL das células competentes e 1,5 pL do
produto de ligacdo e foi incubada no gelo por 30 seg. Posteriormente foi feito o choque térmico
(1 min em banho Maria a 42°C seguido de 3 min no gelo) e foram adicionados 100 uL de meio
de cultura caldo lisogénico Luria Bertani (LB). A reacdo foi incubada em agitador rotatério a
37°C e 200 rpm por 1h. A suspensao celular plaqueiou-se em LB &gar com adicdo do respectivo
antibidtico 50 pg/mL (canamicina para E. coli BL21(DE3) e canamicina+cloranfenicol para E.

coli Rosetta) e a placa foi incubada a 37°C por 24 horas.

Para a expressao, uma coldnia de cada constructo foi inoculada em 100 mL de meio LB
para a preparacdo de um pré-indculo, que foi crescido durante 24h a 37°C e 200 rpm. A partir
deste, realizou-se a expressao em 4 litros de LB com adicdo do respectivo antibiético (50
pg/mL) mantidos a 37°C e 200 rpm. Uma vez que a cultura atingiu a ODego de 0,6, realizou-se
a inducdo da expressio do gene de interesse pela adicdo de isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) a uma concentracdo final de 0,2 mM por um tempo variavel entre
14-18 horas a 16°C. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 6000 rpm por 20 min para

recuperar o pellet.
3.2 Expressdo com selenometionina

Para a resolucdo do problema de fase por dispersdo anémala simples (SAD do inglés
Single-wavelength Anomalous Dispersion), a expresséo da BtrJ foi realizada com incorporagéo
de selenometionina (SeMet) em meio minimo M9 (VANDUYNE, 1993). A transformacéo das
células foi realizada em E. coli BL21(DE3) mediante choque térmico como foi mencionado
anteriormente. A suspensdo celular plaqueiou-se em agar LB com canamicina 50 pg/mL e apds
a incubacgéo, uma unica coldnia foi selecionada para o pré-indculo. A expresséo foi realizada
em 1L de meio M9 (200 ml do stock 5X: 30g Na2HPO4, 15g KH2PO4, 59 NH4CI, 2,59 NaCl,;
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1M MgSO4; 10 mL 40% (p/v) glucose; 100 pL 0,5% (p/v) tiamina; 1 mL de Fe(11)SO4;
canamicina 50 pg/mL) a 37°C e 200 rpm. Uma vez que a cultura atingiu uma ODeoo de 0,6, foi
suplementada com um coquetel de aminoacidos (L-lisina 100 mg/L; L-fenilalanina 100 mg/L;
L-treonina 100 mg/L; L-isoleucina 50 mg/L; L-leucina 50 mg/L; L-valina 50 mg/L e L-
selenometionina 50 mg/L). Apds 20 min do suplemento, a cultura foi induzida com 1mM IPTG
por 14-18 horas. Novamente, a cultura foi centrifugada a 6000 rpm por 20 min para recuperar

0 pellet.
3.3 Purificacdo das enzimas

Para a purificacdo, as células (pellet recuperado da cultura) foram suspensas em tampéao
de lise (20 mM Tris, 500 mM NaCl, 5mM imidazol, 10% glicerol pH 7,9) com a adigéo de 0,1
mg/mL de DNAase, 1 mg/mL de lisozima e 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PSMF do
inglés phenylmethylsulfonyl fluoride). Posteriormente, as células foram lisadas com auxilio de
um sonicador ultrassénico por 30 min intercalando entre 30 seg de exposi¢do e 50 seg de
descanso a uma amplitude de 40%. Em seguida, a solucdo celular foi centrifugada para a
separacdo das fases soltvel e insolivel. Na purificacdo proteica inicial por cromatografia de
afinidade, a fracdo soltvel foi aplicada numa coluna HisTrap IMAC 5mL (GE Healthcare)
previamente carregada com 0,1M de NiSOs, Para efetuar a remog&o das proteinas ndo ligadas,
a coluna foi lavada utilizando 5 volumes de coluna do tampdo A (20 mM Tris-HCI pH 7,9,
500mM NaCl, 50mM imidazol e 10% glicerol) e a proteina alvo, ligada por cauda de histidina,
foi eluida com um tampédo B (20mM TrisHCI pH 7,9, 500mM NaCl, 500 mM de imidazol e
10% glicerol) através de um gradiente linear de 0 a 100% de tamp&o B, usando o sistema Akta
Purifier. Posteriormente, foi feita uma cromatografia de excluséo molecular ou filtragdo em gel
(GF) usando uma coluna HiLoad 16/60 Superdex 200 ou 75 pg (GE Healthcare Life Sciences)
com o respectivo tampédo (50mM HEPES pH 7,8 e 2mM DTT para BtrK; 50 mM HEPES (pH
7,6) 50mM KCI, 5mM MgCl: para BtrJ; 50 mM HEPES (pH 7,0) 50 mM NaCl, 2mM DTT e
0,5mM EDTA para apo-Birl).

3.4 Confirmacao da presenca e quantificacdo da proteina

Apos a purificacdo das diferentes enzimas, a pureza e a presenca das enzimas nas fracoes
coletadas foram verificadas mediante eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Foram
preparados géis com concentracfes de 12% para as proteinas BtrK e BtrJ cuja massa molecular

é de 47,81 kDa e 48,64 kDa respectivamente e 18% para a Btrl devido a seu menor tamanho
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molecular de 9,78 kDa. A revelagdo das bandas foi realizada utilizando corante Coomasie
Brilliant Blue. As proteinas foram concentradas em filtros de ultracentrifugacdo AmiconUltra-
15 (Millipore) com tamanho de poro de acordo com a massa molecular de cada uma. A
concentracdo das enzimas BtrK e BtrJ foi quantificada no BioDrop uLITE (Biochrom) levando-
se em consideragédo o0s respectivos coeficientes de exting¢do de 35,30 e 46,30. Em consequéncia
do coeficiente de extingdo equivalente a 0 da Btrl, a quantificagdo da mesma realizou-se
mediante 0 método de Bradford. Para este método foi feita uma curva padrdo de albumina
bovina sérica (BSA) em concentracdes entre 0 e 1000 pg/mL. As reacdes foram feitas com 200
pL de reagente de Bradford (LGC Biotecnologia) e 10 puL do padrdo ou da amostra, em
triplicata.

3.5 Fluorimetria diferencial de varredura (DSF)

Para aumentar a estabilidade das proteinas, a fim de obter de cristais para BtrK e BtrJ,
experimentos de fluorimetria diferencial de varredura (DSF do inglés Differential Scanning
Fluorimetry), especificamente mediante a técnica de deslocamento térmico (TSA do inglés
Thermal Shift Assay), foram realizados em placas de PCR de 96 pocos (Bio-Rad) utilizando um
termociclador para PCR em tempo real (Bio-Rad CFX Connect) com filtros de deteccdo da
excitacdo variando entre 450-580 nm. Para isso seguiu-se um protocolo onde as amostras foram
submetidas a um aumento de temperatura de 25 a 95°C com um incremento linear de 0,5°C por
minuto. As proteinas (10 uM) foram avaliadas em diferentes condi¢cBes tamponantes. Para a
obtencdo do sinal foi adicionado em cada poc¢o 5X de sonda fluorescente SYPRO Orange (SO)
(Invitrogen) que interage com as regides hidrofébicas expostas da proteina, consequéncia da
desnaturacdo quimica. Os resultados foram normalizados e realizou-se um ajuste sigmoide

Bolstzmann utilizando o programa Origin 2016.

Para avaliar algumas interagdes proteina-proteina ou proteina-ligante foram testadas as
seguintes reacOes: apo-Btrl, BtrJ+ATP, BtrJ+L-glutamato+ATP, BtrJ+L-glutamato+ apo-Btrl.
Nas reacOes com presenca da BtrJ foi adicionado MgClz, ja que 0 Mn*? é o cofator da enzima.
O volume final de cada reagdo foi 25 pL, a concertagdo final das proteinas foi de 10 uM (1:1)

e a do ligante e cofator de 5mM. Todas as rea¢des foram realizadas em triplicata.
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3.6 Cristalizacdo das proteinas

Para os ensaios iniciais de cristalizacdo, foi executada a técnica de difusdo de vapor por
gota sentada em placas de 96 pocos com diferentes kits de reagentes da Hampton Research e
JENA Bioscience, utilizando um rob6 tipo Oryx 4 (Douglas Instruments). Foram escolhidas
aquelas condicdes que apresentaram melhores cristais, caraterizados por ter uma forma definida
e regular, serem volumosos e ter um crescimento individual. As condi¢Ges foram otimizadas
mediante gota suspensa mudando as concentracdes do precipitante e o pH (DESSAU; MODIS,
2010). Os volumes da gota variaram-se entre 3-5 pL e as proporcGes entre a proteina e a

condig&o de cristalizacdo foram de 1:1, 1:2 e 2:1.

A cristalizacdo da BtrK realizou-se no seu estado nativo assim como em complexo com
L-glutamato e L-arginina (50mM) mediante ensaios de co-cristalizacdo. Aquelas enzimas cuja
fase necessitou ser determinada, foram incubadas com 0,2-0,4 pL de metais pesados (NaBr,
Nal, KBr) por soaking testando diferentes tempos de exposi¢éo dependendo do tempo de vida
do cristal. Por fim, as placas foram armazenadas a 16°C e observadas periodicamente mediante

um microscopio estereoscopio.
3.7 Coleta e processamento de dados de difracdo de Raios X

A coleta de dados de difracdo de Raios X foi realizada no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron LNLS (Campinas) e DESy Deutsches Elektronen-Syncchrotron (PETRAIII,
Alemanha). O processamento dos dados de difracdo foi realizado pelo programa XDS
(KABSCH, 2010). Os dados foram escalonados pelos programas AIMLESS (EVANS, 2006)
presente no pacote de programas do CCP4 (WINN et al., 2011).

3.8 Resolucéo de estruturas e refinamento cristalografico

As estruturas foram resolvidas por substituicdo molecular ou faseamento experimental
com o programa MolRep (VAGIN; TEPLYAKOV, 2010) ou mediante SAD (Single-
wavelength Anoumalous Dispersion) (ADAMS et al., 2011). O refinamento cristalografico das
estruturas foi efetuado pelos programas REFMAC (MURSHUDOV et al., 2011) ou
Phenix.refine (AFONINE et al., 2012). A inspecéo e a constru¢do dos modelos foram efetuados
pelo programa Coot (EMSLEY; COWTAN, 2004) utilizando mapas de densidade eletrénica
2Fo-Fc e Fo-Fc. A analise cristalografica foi realizada pelo acompanhamento dos valores de

Rfactor € Rfree. A qualidade estereoquimica dos modelos finais foi aferida pelo programa
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MolProbity (CHEN et al., 2010). As estruturas cristalogréaficas finais foram analisadas e
visualizadas nos programas Coot. A andlise e a producéo de figuras de elementos de estrutura
secundaria e de interacdes no sitio ativo, bem como, de superficie eletrostatica foram
providenciadas pelos programas PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,
Schradinger, LLC).

3.9 Ancoragem molecular

Com a intencdo de estudar a possivel interacdo da proteina BtrK com o seu substrato
(parcial) L-glutamato, ensaios de ancoragem molecular foram realizados. O ligante foi avaliado
na estrutura da BtrK refinada. Para as simulacdes foi utilizado o software AutoDock Tools Vina
(SEELIGER; DE GROOQT, 2010) e o resultado foi analisado no PyMOL (The PyMOL
Molecular Graphics System, Schrodinger, LLC). As caracteristicas da caixa para a localizacao
do ligante foram definidas de acordo com a posicdo do PLP. As dimensdes da caixa foram 28A
(x), 28A (y) e 28A (2) e as coordenadas 0,358(x), 270,172(y) e -36,176(2).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Expressao e purificacdo da BtrK

A BtrK foi purificada no tampdo 50 mM HEPES pH 7,8 e 2 mM DTT, tendo em conta
0 seu ponto isoelétrico de 6,16. Porém foi detectado um pequeno precipitado depois de 2 horas.
Durante a GF, a proteina foi observada com uma tonalidade amarela, o que confirma a sua co-
eluicdo com o cofator PLP. O complexo elui em um volume de retencdo entre 70 e 80 mL em
uma coluna Superdex 16/600 200 pg (GE Healthcare Life Sciences) (Figura 8A). A expressao
da proteina teve um rendimento baixo e a concentracgdo final foi de 1,96mg/L. A pureza da BtrK
foi confirmada mediante um gel de poliacrilamida SDS-PAGE onde observou-se uma unica

banda correspondente com o seu peso molecular de 47,8 kDa (Figura 8B).
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Figura 8. Purificacdo por exclusdo molecular da BtrK.

(A) Cromatograma da purificacdo na qual apresenta-se a absorbancia a 280 nm cujo sinal maximo esta entre o0s
70 e 80 ml correspondente com o volume de elui¢do da enzima. (B) Gel de poliacrilamida 12% SDS-PAGE. A
banda indicada pela seta preta corresponde a enzima purificada em aproximadamete 50 kDa. (1) Marcador, (2)
Fracdo da purificacdo da BtrK por GF, (3) Vazio , (4) BtrK concentrada.
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Para melhorar a estabilidade da enzima, foi realizado um experimento de DSF onde
encontraram-se varias condi¢cBes tamponantes que aumentaram a temperatura de
desenovelamento (Tm) entre 4 e 5°C (Figura 9). A proteina no tampéo 50 mM HEPES pH 7,8
que corresponde ao controle, evidenciou um comportamento sigmoide normal. Inicialmente
ndo hd emissdo de fluorescéncia, mas conforme a temperatura aumenta, comeca O
desenovelamento deixando expostos os residuos hidrofébicos que interagem com o fluor6foro
SYPRO (SO) aumentando proporcionalmente o seu sinal. Entretanto, o tamp&do 100 mM MOPS
pH 7 e 5% de glicerol, permitiu que a enzima ndo desenovelasse tdo rapidamente. De acordo
com o gréfico, tanto o controle como os tamp&es que aumentaram a Tm da BtrK sdo adequados
para a estabilidade da enzima. Isso sugere que, provavelmente, a precipitagdo ndo ocorreu
devido ao tampdo em que a proteina foi preparada inicialmente, mas sim devido a instabilidade

intrinseca da enzima, cujo indice esta calculado em 47,31 de acordo com o ProtParam. Esse
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Figura 9. Experimento de DSF da proteina BtrK.

A linha roxa corresponde ao controle, sendo o buffer no qual a proteina estava inicialmente (50mM HEPES
pH 7,8 e 2mM DTT) com uma Tm de 52°C. A linha verde corresponde ao buffer (MOPS pH 7e 5% glicerol)
no qual a BtrK se desenovela em uma temperatura maior (Tm de 57°C).
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valor é estimado de acordo com a presenca de uma combinacdo de dipeptideos que estabilizam
a proteina ou a deixam mais suscetivel a degradacdo (GURUPRASAD; REDDY’; PANDIT,
1990). As proteinas cujo indice de instabilidade é menor que 40 sdo consideradas estaveis e
aquelas com valores superiores a 40, instaveis. Os autores também relacionam a presenca de
ligacdes dissulfeto com uma melhora significativa na estabilidade associada & presenca de
grupos cisteina. E importante lembrar que esse é um valor tedrico e que a estabilidade de uma
enzima pode ser afetada por outras variaveis que sao avaliadas experimentalmente. Assim, a
adicdo de glicerol € uma estratégia recomendavel para a estabilidade, pois mantém a proteina

em um estado mais compacto além de inibir a agregacdo durante o seu redobramento.
4.2 Cristalizacao e caracterizacgao estrutural da BtrK

A proteina em uma concentracdo de 9,8 mg/mL foi submetida a ensaios de cristalizacao.
Nos ensaios de gota sentada foram observados cristais da BtrK em estado nativo e em complexo
em mais de 10 condicGes. Apds a otimizacdo por gota pendurada, a melhor solucdo de
cristalizagdo foi com 14% PEG 400, 100 mM MES e 200 mM MgCl; onde observaram-se
cristais em forma prismatica retangular e quadrada que cresceram entre as primeiras 24 e 48
horas a 18°C (Figura 10). Os cristais sdo pertencentes ao grupo espacial P212:2. A estrutura
tridimensional da BtrK foi resolvida mediante substituicdo molecular tendo como modelo a
estrutura da mesma enzima previamente depositada no PDB (PDB ID 2J66). Embora a BtrK

Fiaura 10. Cristais da BtrK em estado nativo.

Diferentes morfologias de cristais otimizados mediante gota suspensa, observados entre as primeiras 24 e
48 horas em solucgdo 14% PEG 400, 100 mM MES e 200 mM MgCl..
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esteja no banco de dados, ndo h& uma descricdo estrutural para esta enzima na literatura. Os
valores estatisticos e a resolucéo da estrutura que conseguimos neste projeto foram otimizados
(Tabela 1). A estrutura foi resolvida em uma resolucao de 1,4A comparada com o modelo 2J66
com resolucéo de 1,65A. Adicionalmente, obtivemos um Riactor/Riree de 0,183/0,201, a diferenca
dos valores de 0,213/0,224 da 2J66. Estes dados sdo indicadores de uma melhor qualidade dos
nossos dados experimentais em relacdo a estrutura previamente resolvida. Porém, quando as
duas estruturas foram sobrepostas, o rsmd foi de 0,147A o que implica uma alta similaridade

estrutural entre as distancias dos &tomos de uma com a outra (figura ndo mostrada).

Na estrutura da BtrK foram identificados dois dominios (Figura 11): o primeiro
corresponde ao N-terminal, que apresenta 8 fitas 3 paralelas no interior e 8 a hélices no exterior
formando um enovelamento tipo barril TIM. Em proteinas com esse tipo de dobra, o sitio ativo

(local do PLP) esta sempre localizado no final C-terminal das fitas B do barril TIM. Residuos

PLP Y A

Dominio o/p barril (TIM)

Dominio § sanduiche

Figura 11. Estrutura monomérica da BtrK.

Os dominios N-terminal e C-terminal estdo identificados em cores verde e amarelo respectivamente. O
cofator PLP e 0 PEG estdo representados em modelo palito codificados por cores de acordo com o atomo (N,
azul; C, 4gua marinha; O, vermelho; P, laranja).
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das 8 algas proximos as fitas p contribuem com a geometria e interagdo do sitio ativo
(WIERENGA, 2001). Um segundo dominio, 0 C-terminal, tem um enovelamento tipo P
sanduiche formando um motivo de “chave grega”. Além do PLP, observa-se uma molécula de

polietilenglicol (PEG) que pode corresponder a condicdo de cristalizagéo.

A proteina BtrK pertence ao grupo Il das enzimas dependentes de PLP, pelo qual séo
dimeros obrigatdrios onde cada mondmero contribui com residuos para a formacao dos dois
sitios ativos. Utilizando operacgdes de simetria no programa Coot obtivemos a estrutura dimérica
e provavelmente funcional da BtrK, que apresenta uma area de interface de 3449,4A calculada
no PDBePISA (KRISSINEL; HENRICK, 2007). Assim, o barril TIM de um mondmero

interage com o B sanduiche do outro mondémero (Figura 12).

Dominio B sanduiche

Cade

Dominio o/f barril

Dominio o/ barril
(TIM)

Cadeia A Dominio  sanduiche

Figura 12. Estrutura dimérica da BtrK.

Cada mon6mero esta representado em cartoon em cores amarelo e azul. O PLP de cada unidade monomérica
estd identificado em modelo palito identificado por cores de acordo com o atomo (N, azul; C, verde; O,
vermelho; P, laranja).
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Tabela 1. Dados de difracdo raios X da proteina BtrK com o PLP. Estatisticas para a dltima camada de maior

resolucdo sdo mostradas em parénteses.

Cristal BtrK

Faixa de resolucdo (A) 48,16 — 1,6 (1,7 — 1,6)
Grupo espacial P21212

a, b, c(A) 72,06; 129,49; 45,76
a, B,y (°) 90; 90; 90
Completeza 0,98 (0,97)

Média I/sigma (1) 16,45 (2,97)
R-merge 0,093 (0,68)

R-meas 0,101 (0,738)

CC1/2 0,997 (0,855)

cc* 0,999 (0,96)
Reflexbes no refinamento 56314 (5445)
Reflexbes usada para R-free 2871 (250)

R-work/R-free
CC(work)
CC(free)
Numero de atomos nao-hidrogénio
macromoléculas
ligantes
Residuos de aminoécidos
RMS (ligacdes)
RMS (angulos)
Ramachandran favoravel (%)
Ramachandran permitido (%)
Ramachandran outliers (%)
Rotameros outliers (%)
Clashscore
Média fator-B
macromoléculas
ligantes
solvente

Numero de grupos TLS

0,183/0,201 (0,229/0,275)
0,953 (0,845)
0,955 (0,876)
3512

3217

16

409

0,007

0,93

98

2,5

0

0,29

4,04

21,71

20,53

15,88

35,69
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A cavidade do sitio ativo mantém um potencial eletropositivo (Figura 13A). Os barris
com conformacgdes o/f sdo topologicamente favoraveis para a formagao de fendas no final C-
terminal das fitas p as quais sdo usadas para a ligacao de substratos carregados negativamente,
como o caso do L-glutamato (RAYCHAUDHURI et al., 1997). Em proteinas com esse tipo de
enovelamento, € comum achar o local do sitio ativo muito enterrado na enzima (Figura 13 e
Figura 14). Na representacdo monomérica e dimérica é evidente a coexisténcia de cargas
positivas e negativas. Porém, o substrato parece precisar atravessar canais cumpridos e
carregados negativamente para ter acesso ao sitio ativo (Figura 14). As cadeias laterais do
barril, também ajudam a ajustar o campo eletrostatico para atrair o substrato especifico para o
sitio ativo (RAYCHAUDHURI et al., 1997).

A marcacdo de atomos hidrofobicos e atomos carregados dos aminoacidos indica a
capacidade dos mesmos para realizar interagdes entre proteinas ou ligantes (HAGEMANS et
al., 2015). O sitio ativo da BtrK esta perto de residuos de lisina e arginina cujos atomos de
nitrogénio estdo representados em azul, criando um ambiente eletrostatico favoravel para a

interacdo de substratos com carga negativa (Figura 13B). O centro da folha  do barril TIM é

Figura 13. Superficies de potencial eletrostatico e hidrofobicidade da BtrK na sua conformagéo monomérica.

(A) Diferencas na superficie eletrostatica. As regides vermelhas sdo as mais eletonegativas, em azul as mais
eletropositivas e em branco, neutras. (B) Diferencas na cargas dos diferentes a&tomos da enzima. Em amarelo
estdo representados os atomos de carbono com potencial para formar interagdes hidrofobicas; em azul os
atomos de nitrogénio dos residuos de arginina e lisina; em vermelho atomos de oxigénio dos residuos de
glutamato e aspartato. No bolsdo da enzima esta representado o PLP e 0 PEG em modelo palito identificados
por cores de acordo com o atomo (C, verde; O, vermelho; N, azul).
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Figura 14. Diferencas na superficie eletrostatica do homodimero da BtrK.

Superficie identificada de acordo com as cargas: positiva, azul; negativa, vermelho e neutro, branco. O
PLP ancorado em cada mondmero esta representado em modelo palito.

predominantemente hidrofobico e os aminoacidos que a compfem estdo bem compactos,
impedindo acesso ao solvente (TIWARI; REUTER, 2016). Aqueles residuos que estdo mais
expostos, apresentam certo grau de liberdade em solucdo, motivo pelo qual as suas cargas
podem variar. Certamente, quando os barris TIM fazem parte de enzimas multi-dominio,
mostram versatilidade para diversos tipos de reacdes e sdo capazes de acomodar estruturas
secundérias adicionais ou dominios de outras proteinas (TIWARI; REUTER, 2016).

4.2.1 Sitio ativo e mecanismo de acao

O PLP faz uma ligacdo imina com um residuo de lisina (Lys49) formando uma base
Schiff (Figura 15 e 16), uma caracteristica conservada em enzimas dependentes de PLP
(ELIOT; KIRSCH, 2004). Residuos tanto da cadeia A como da cadeia B estdo envolvidos na
formacao do sitio ativo (Figura 15A). O grupo fosfato do PLP forma pontes de hidrogénio com
os residuos Arg272A (2,89 A) e Gly271A (2,90 A). O nitrogénio do anel pirimidinico também
forma uma ponte de hidrogénio com a GIu269A (2,75 A) (Figura 15B), aminoécido que
participaria na retirada de elétrons do anel, aumentando a basicidade no nitrogénio (GRISHIN
etal., 1999; SAGONG et al., 2016). A Tyr187(A) interage com o nitrogénio do anel
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Figura 15. Representagdo do sitio ativo da BtrK.

(A) Proteina representada em modelo palito, onde residuos tanto da cadeia A (verde marinho) como da cadeia
B (amarelo) participam na formacg&o do sitio ativo. (B) Representacdo plana apesentando as interagdes do
PLP com os residuos proximos e as suas respectivas distancias em A. Os 4tomos estdo codificados por cores:
C preto, N azul, O vermelho, P roxo. Os residuos que apresentam um desenho vermelho circular ao redor,
indicam interacdo hidrofébica pelos &tomos mais préximaos.
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pirimidinico do PLP que favorece uma interagdo inter-atbmica ou empilhamento - (Figura
16). O residuo de tirosina tem um papel importante na descarboxila¢do, uma vez que estabiliza
0 PLP e favorece a orientagéo da ligagao Ca-C do substrato contribuindo para a clivagem desta
(NI et al., 2019).

Inicialmente, o PLP estd covalentemente ligado & enzima formando uma aldimina
interna. Apos a ligacdo do substrato, a lisina é trocada pelo grupo amino do substrato formando
uma base Schiff com o PLP (aldimina externa). Uma das liga¢des ao Ca da aldimina externa ¢
quebrada permitindo a formacdo de um intermediario quinonoide, processo facilitado pelas
propriedades eletrofilicas do cofator (SCHNEIDER; KACK; LINDQVIST, 2000). Depois, a
lisina do sitio ativo permite a reprotonag¢ao do Ca e a transaldiminagao, que libera o produto e
regenera a aldimina interna (DU; RYAN, 2019). Adicionalmente, o residuo de His185
(conservado nas descarboxilases dependentes de PLP) pode ter um papel importante na
protonacdo do Ca que promove 0 deslocamento de elétrons do intermediério quinonoide e a
formagao de uma nova ligagdo dupla entre o atomo N e C4’. Logo, o intermediario sofre um
processo de transaldiminagdo com o grupo &-amino (amina primaria) da lisina e regenera o
complexo PLP-enzima (aldimina interna) (LIANG et al., 2019).

Figura 16. Densidade eletrénica do sitio ativo da BtrK.

O PLP assim como os residuos adjacentes estdo representados em modelo palito. No circulo vermelho esta
marcada a K49, que interage com o PLP através de uma ligacdo covalente. A Y187 e o PLP contribuem com
a formacdo do empilhamento m-m.
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4.3 Comparacao da BtrK com homdlogas

De acordo como o servidor Dali, a BtrK apresenta maior similaridade com
descarboxilases de diaminopimelato (DAPDC) entre as quais foi realizada uma superposicao e
estdo identificadas por cores (Figura 17): DAPDC de Aquifex aeolicus (PDB ID 2p3e, amarela,
rmsd=1,240), DAPDC de Staphylococcus aureus (PDB ID 6kni, cinza, rsmd=1,337) e DAPDC
de Methanococcus jannaschii (PDB ID 1twi, rosa, rmsd=1,316) com percentagens de
identidade de 32%, 32% e 26% respectivamente. Em uma comparacao geral, observou-se que
as 4 descarboxilases apresentam um mesmo tipo de enovelamento, mas diferem em regides de
alcas que sao mais flexiveis. Por exemplo, a DAPDC de M. jannaschii (rosa) apresenta uma a
hélice extra entre as posi¢des a6- 36 do barril TIM que parece ter uma fungdo de maior protecao
do sitio ativo o que pode condicionar o substrato (requadro Figura 17). A orientacdo de
algumas fitas do -sanduiche difere levemente, o que pode estar associado as interagdes entre

o0s protbmeros das enzimas para formar as estruturas quaternarias.

A B. circulans BtrK
A A S. aureus DAPDC

A. aeolicus DAPD

Figura 17. Superposi¢éo da estrutura monomérica da BtrK e as DAPDC.

B. circulans BtrK em verde marinho, S. aureus DAPDC (PDB ID 6kni) em cinza, M. jannaschii DAPDC
(PDB ID 1twi) em rosa, A. Aeolicus DAPDC (PDB ID 2p3eB) em amarelo. No retdngulo da direta, esta
ampliada a o hélice extra da M. jannaschii DAPDC, que na BtrK é equivalente a uma alcaextensa.
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Os sitios ativos também foram comparados (Figura 18) e observaram-se algumas
diferencas em relacdo aos residuos que interagem com o PLP. Nas DAPDC, o amino&cido
aromatico que realiza o empilhamento 7 com o PLP € uma histidina, enquanto na BtrK é feito
pela Tyr187 (Figura 18A). Geralmente, residuos de fenilalanina, tirosina e triptofano preferem

as interacdes com anéis aromaticos de 6 membros em contraste com os residuos de histidina

TYR-187

SER-47 \

CYS-346

CYs-344 ‘\Ms\
A

PHE-384
PHE-382

Figura 18. Superposicéo do sitio ativo da BtrK e as DAPDC homélogas.
(A) Residuos com os quais o anel pirimidinico do PLP realiza o emplihamento 7. (B) Residuos que
realizam interacdo hidrofébica com o PLP. (C) Residuos da cadeia B que interagem com o PLP.
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que preferem interatuar com anéis de 5 membros (BRYLINSKI, 2018). Essa diferenca pode ter
um papel importante na formagéo da aldimina externa e consequentemente, na velocidade e
eficiéncia da reacdo de descarboxilacdo (NI et al., 2019). Um outro residuo que contribui com
interacdes hidrofdbicas é a Ser47, que em outras descarboxilases é feito através de uma alanina
(Figura 18B). Residuos de cisteina, fenilalanina e treonina da cadeia B que participam do sitio
ativo sdo conservados entre as 4 descarboxilases (Figura 18C).

De acordo com o alinhamento das sequéncias entre a BtrK e as DAPDC (Figura 19),
assim como os residuos conservados da BtrK (Figura 20) evidencia-se que a regido do barril
TIM, principalmente onde esta ancorado o PLP, é altamente conservada. Como foi mencionado
anteriormente, ¢ um enovelamento com caracteristicas particulares como a organizacao paralela
das fitas P internas cercadas pelo mesmo numero de a hélices. O barril B interno é extremamente
rigido ja que as fitas estdo estabilizadas por uma rede de pontes de hidrogénio. Além disso, a
maioria dos residuos do barril B, indicam uma baixa mobilidade. Pelo contrario, as o hélices
sdo mais flexiveis e é esperado que os residuos que as conformam sejam mais variaveis. A
posicao dos residuos cataliticos também é conservada e a sua presenc¢a pode estar associada a
um melhor acesso ao substrato sobre o qual as enzimas atuam. A estrutura do  sanduiche é
parcialmente conservada cujos residuos evidenciam uma maior diversidade, especialmente
aqueles das algas entre as fitas B o que podem condicionar a localizagdo dos dominios de uma

forma diferente.
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Figura 19. Alinhamento da sequéncia estrutural da BtrK e as DAPDC homologas.
A representaco da estrutura secundaria esta codificada por setas para as fitas 3 e por espirais para as hélices a.
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Alta

Figura 20. Diferencas na superficie da proteina BtrK de acordo o grau de conservacao dos aminoacidos.

Os residuos mais conservados estdo em cor roxo intenso e 0s menos conservados em cor azul intenso. O
PLP e o PEG estdo identificados em modelo palito.

4.4 Possivel reconhecimento do substrato da BtrK

Embora os cristais da BtrK com o L-glutamato e a L-arginina tenham sido difratados,
ndo observamos densidade eletrdnica para esses L-aminoacidos no sitio ativo da enzima. De
acordo com o reportado nos ensaios enzimaticos por Li e colaboradores (2005), a BtrK é capaz
de descarboxilar L-ornitina, L-arginina, L-lisina, e diaminopimelato (DAP) na sua forma livre
mas ndo L-glutamato nem nenhum amino&cido na conformacéo D. Além disso, a atividade de
descarboxilacdo mostrou-se muito fraca, mesmo em concentracdes superiores a 10mM e com
um tempo de incubacgéo superior a 12 horas (LI et al., 2005). Assim, os autores concluem que
0 substrato completo da BtrK € o produto da reacdo entre a BtrJ, L-glutamato, e a holo-Btrl, ou
seja, o intermediario y-L-glutamato-S-Btrl.

Tentativas de co-cristalizacdo com a Btrl ndo foram realizadas devido a sua alta
flexibilidade e possivel ligacdo transitdria com a BtrK, o que dificultaria a sua organizagéo
cristalina. Uma possibilidade seria inicialmente resolver a estrutura da PCP mediante
ressonancia magnetica nuclear (RMN) na sua conformagéo holo. Para isso, foi realizada a
expressdo da Btrl em meio M9 com marcacgdo de °N (LI; CORSON; SYKES, 2013); porém
ndo foi possivel dar continuidade aos experimentos devido a pandemia causada pela COVID-
19.
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Para compreender a possivel interacdo do substrato parcial (L-glutamato) com a BtrK,
realizou-se um ensaio de ancoragem molecular utilizando AutoDock Tools Vina (SEELIGER,;
DE GROOQT, 2010). O ensaio in silico foi realizado com a estrutura homodimérica da BtrK
como receptor e o L-glutamato como ligante. Foram geradas 9 possiveis poses do ligante com
diferentes energias de interagdo. Para determinar a melhor posicdo em que o L-glutamato se
encaixa, foram feitas comparagdes com a estrutura da DAPDC de M. jannaschii em complexo
com &cido azaleico (PDB ID 1tuf). Essa proteina foi utilizada como referéncia para nosso
estudo, uma vez que a BtrK e a DAPDC apresentam uma identidade de 32%, incluindo os
residuos do sitio ativo. Quando as estruturas foram sobrepostas, a melhor posicéo foi a primeira
cuja energia de interacdo foi maior (-4,9 kcal/mol) comparada com a ultima (-4,2 kcal/mol). A
sobreposicao também foi realizada com a intencao de observar mudancgas conformacionais nos

residuos que interagem com o substrato (Figura 21).

CYS-346 CYS-372

chain A

ARG-307

GLU-373

chain B

L-glutamato ’

B. circulans BtrK :
GLU-349

Figura 21. Possivel interagdo do L-glutamato com a BtrK.

Os residuos da BtrK que participam na interacdo com o substrato parcial (L-glutamato) estdo em verde
marinho. Realizou-se o alinhamento com a estrutura homéloga DAPDC de M. jannaschii representada em
rosa em complexo com o substrato (ndo mostrado). O L-glutamato esta codificado por cores de acordo
como o atomo (C verde, O vermelho, N azul, H branco). As ligacdes estao representadas em amarelo com
suas respectivas distancias em A.
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A molécula de L-glutamato ndo interage diretamente com o PLP. O grupo carboxila da
molécula realiza ligac6es de hidrogénio com os residuos Tyr375A e Thr190, que estabilizam a
posicdo do substrato no bolséo catalitico e permitem a interacdo com o cofator. Na DAPDC,
em lugar do residuo de Thr190, aprece uma Ser227. O grupo L-amino estd em contato com a
Thr347 e Glu349, que na DAPDC é equivalente a Glu373. A mudanga desse aminoécido pode
representar a especificidade para reconhecer o L-estereocentro. Os mecanismos cataliticos das
duas enzimas devem ser similares, mas a complexidade do reconhecimento do substrato pode
ser diferente (RAY et al., 2003). Como foi mencionado anteriormente, o substrato precisa
atravessar um campo eletrostético negativo para chegar ao sitio ativo onde sera descarboxilado
(Figura 22). O grupo carboxila exposto (requadro da direita Figura 22), deve ficar livre para

ser posteriormente atacado pelo grupo tiol da 4’PP o que favorece a interagdo com a holo-Birl.

Gragas ao ensaio de ancoragem molecular foi possivel ter uma visdo de como
aconteceria a interagdo entre o L-glutamato e a BtrK. Porém, uma vez o L-amino&cido esteja
ligado ao grupo fosfopanteteina e esse pela sua vez com a holo-Btrl, pode que as posicdes de
alguns residuos ou atomos apresentem mudancas conformacionais. Adicionalmente, a Birl
também deve ter uma superficie de interacdo com a descarboxilase que pode favorecer a

formagéo de um complexo proteico.

Figura 22. Superficie eletrostatica do homodimero da BtrK e a localizac¢do do seu substrato parcial L-glutamato.
O L-glutamato esta representado em modelo palito codificado por cores de acordo com o atomo (C verde, O
vermelho, N azul, H branco).
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4.5 Expresséo e purificacéo da BtrJ

A BtrJ foi purificada em tamp&o 50 mM HEPES pH 7,6; 50 mM KCI, 5 mM MgClz, 5
mM DTT e 0,5 mM EDTA considerando o seu ponto isoelétrico de 5,58. Porém, a proteina
também evidenciou precipitacdo. De acordo com o experimento de DSF (Figura 23), o tampao
prejudicou completamente o enovelamento da enzima evidenciado pelo comportamento lineal
da fluorescéncia. De acordo com o ProtParam, a BtrJ é classificada como estavel com um indice
de 39,96, motivo pelo qual decidiu-se trocar a condi¢do tamponante para melhorar a
estabilidade da enzima. No ensaio de deslocamento térmico observou-se que o0 tampao com
fosfato de sodio pH 6,1 foi melhor j& que a Tm aumentou para 52°C. Porém, como 0s sais
de fosfato cristalizam facilmente e podem interferir na precipitacdo da proteina, decidiu-se
armazenar em tampao 60 mM ADA pH 6,5; 50 mM KCI, 5 mM DTT, 0,5 mM EDTA e 10%
glicerol. Uma nova purificacdo por filtracdo em gel com o tampdo ADA pH 6,5 mostrou um
rendimento melhor. A proteina eluiu perto dos 78 mL (Figura 24), e ndo houve presenca de
agregados. A pureza foi confirmada mediante um gel SDS-PAGE com uma banda de

aproximadamente 50 kDa.

A BtrJ ndo apresenta nenhuma sequéncia homéloga quando é analisada no servidor
BLAST contra a base de dados do PDB. Isso implica que ndo é possivel fazer a determinacdo
da fase da enzima mediante substituicdo molecular, ja que seria necessario um modelo com
pelo menos 30% de identidade na sequéncia (SCAPIN, 2013). Assim, para resolver a estrutura
da enzima, deve ser feito um faseamento experimental mediante diferencas isomorfas entre o
cristal nativo e o cristal com a presenca de um atomo pesado como o selénio, derivado da
substituicdo das metioninas por selenometioninas (SeMet), capaz de criar um sinal anémalo.
Pode realizar-se a coleta de um unico conjunto de dados com o sinal anémalo otimizado (para
determinacdo estrutural usando o método SAD) ou fazendo coleta de conjuntos de dados com
diferentes comprimentos de onda (para determinacéo estrutural utilizando o método de MAD
Multi-wavelength anomalous dispersion) de acordo com o maximo de energia do atomo de
selénio (DESSAU; MODIS, 2010).

Assim, a Btr), foi expressa em meio minimo M9 para a incorporacdo de
selenometionina. Para a purificacdo foi usado o tampao ADA pH 6,5. A adicdo do DTT nesta
etapa é vital para manter as SeMet reduzidas. Surpreendentemente, o rendimento foi melhor em

meio minimo (Figura 25).
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Figura 24. Experimento de DSF da proteina BtrJ.

O controle corresponde ao buffer no qual a proteina encontrava-se inicialmente (50 mM HEPES pH 7,6; 50
mM KCI; 5 mM MgCl,, 5 mM DTT e 0,5 mM EDTA). Os tampdes que proporcionaram maior estabilidade
apresentam um comportamento sigmoide e encontram-se identificados por cores.
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Figura 23. Purificacdo por exclusdo molecular da BtrJ em estado nativo.

(A) Cromatograma da purificacdo onde apresenta-se a absorbancia a 280 nm cujo sinal méaximo esta em
aproximadamente 78 mL, correspondente com o volume de elui¢do da enzima. (B) Gel de poliacrilamida
12% SDS-PAGE. A banda presente no gel com aproximadamente 48 kDa corresponde a enzima
purificada. (1) Marcador, (2) BtrJ concentrada.
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Figura 25. Purificagéo por exclusdo molecular da BtrJ com incorporagdo de SeMet.

(A) Cromatograma da purificacdo onde apresenta-se a absorbancia a 280 nm cujo sinal méaximo esta
em 77 mL. (B) Gel de poliacrilamida 12% SDS-PAGE. A banda presente no gel com
aproximadamente 48 kDa corresponde a enzima purificada. (1) Marcador, (2) BtrJ concentrada.

4.6 Cristalizacdo da BtrJ e coleta de dados

Ensaios iniciais de cristalizacdo da BtrJ em estado nativo e com adi¢do de ATP (5 mM)
foram realizados em 4 placas de robd, totalizando centenas de condi¢fes. Depois de varias
tentativas, foram observados cristais em 2 condic¢Ges: a primeira 0,1 M HEPES pH 7,5, 10%
p/v PEG 8000, 8% v/v etilenoglicol; e a segunda 0,1 M de acetato de sddio, 0,2 M de cloreto
de célcio e 20% de 2-propanol. A otimizagdo dos cristais foi realizada em gota suspensa
variando as concentragdes do precipitante e foi adicionado 5 mM de ATP mediante co-
cristalizagdo. Foram observados cristais grandes em forma de losango e pequenos em forma de
placas (Figura 26A,B). Para a obtengéo da fase, foi realizado o soaking dos cristais na presenca

de diferentes metais pesados ou halogénios, mas mostraram-se muito sensiveis a solug&o.

Foram coletados conjuntos de dados de diferentes cristais, 0s quais foram ordenados e
escalonados. Aqueles cristais com presenca de bromo derivados do soaking com NaBr ou KBr,
geraram o melhor conjunto de dados com o sinal andmalo mais forte e melhor resolucgéo. Os

dados do processamento se encontram resumidos na Tabela 2. Porém, o sinal anémalo obtido
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ndo foi suficiente para a determinagdo estrutural. Quando existe um sinal andmalo fraco, na
maioria dos casos ndo € possivel a identificagdo de subestruturas (subconjunto de 4&tomos na
estrutura total) nem o faseamento (MCCOY; READ, 2010).

A introducdo artificial de metais pesados na estrutura as vezes pode ser indesejada
devido a mudancas na conformacéo original dos 4&tomos da proteina até o ponto de destruir o
cristal (RUPP, 2010). Por este motivo, foi realizada a expressdo com incorporacdo de SeMet.
Na totalidade de residuos que conformam a BtrJ, 1,7% corresponde a residuos de metioninas.
Com uma média de 1 metionina em 60 residuos, existe uma boa chance de obter um sinal
andmalo necessario para a resolucéo estrutural (RUPP, 2010). Assim, foram realizados ensaios
de cristalizacdo da BtrJ com incorporacdo de SeMet mediante a técnica de gota suspensa usando
as condi¢cbes que previamente tiveram sucesso com a BtrJ em estado nativo. Mediante co-
cristalizagéo foi adicionado ATP (5 mM) onde observaram-se cristais quadrados (Figura 26C),
e ATP (5 mM) + &cido L-glutamico (5 mM) favorecendo a formag&o de cristais em forma de
placas (Figura 26D). Os cristais apareceram entre as primeiras 48 e 120 horas ap6s a incubacéo
a 18°C.
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Figura 26. Cristais da BtrJ.

(A)(B) Cristais da expressdo em meio LB com adi¢cdo de ATP (5 mM) por co-cristalizagdo. (C) Cristais da
expressdo com incorporagdo de SeMet e adi¢do de ATP (5 mM) e (D) ATP + L-glu (5 mM). Os cristais obtiveram-
se em solucgdes 0,1 M HEPES pH 7,5, 10% p/v PEG 8000, 8% v/v etilenoglicol (A)(C); e 0,1 M de acetato de
sodio, 0,2 M de cloreto de célcio e 20% de 2-propanol (B)(D).
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Tabela 2. Analise dos dados de difracdo de raios X para a BtrJ na presenca do sal NaBr. Estatisticas para a Gltima

camada de maior resolucdo sdo mostradas em parénteses.

Cristal BtrJ+Br

Faixa de resolucéo (A) 43,39-1,90 (1,94-1,90)
Grupo espacial P3:21

a, b, c(A) 77,07 ;77,07; 114,29
a, B,y () 90; 90; 120
Completeza 0,999 (0,990)
Completeza anémala 0,999 (0,990)
Multiplicidade 19,4 (19,4)
Multiplicidade andémala 10,2 (10,0)

Média I/sigma (1) 16,2 (1,7)

R-merge 0,116 (2,457)
R-meas 0,119 (2,523)

CC1/2 0,999 (0,548)
Numero de imagens analisadas 7200

Devido a dificuldades na disponibilizacdo de tempo nas linhas dos Sincrotron DESy e
Sirius como consequéncia da pandemia do SARS-CoV-2, ndo foi possivel realizar a coleta
nem a difracdo dos cristais. Assim, uma vez a situacdo volte a normalidade, espera-se que
os cristais possam ser difratados para desvendar a estrutura da BtrJ. Devido a auséncia de
estruturas homdlogas resolvidas, acreditamos que possa haver interessantes novidades
estruturais para ampliar o conhecimento da extensa familia de ligases dependentes de ATP,
além de gerar informagGes cruciais para o entendimento da participacdo da BtrJ na

biossintese da butirosina.
4.7 Interagédo da BtrJ com L-glutamato

Para estudar uma interacdo entre a BtrJ e 0 seu substrato L-glutamato mediante DSF,
foi necessaria a purificagdo da Btrl visto que é a enzima encarregada de receber o L-
aminoéacido ativado e carregar os diferentes intermediarios durante biossintese do grupo
AHBA. A Btrl ¢ uma PCP com 9,8 kDa e apresenta homologia com outras ACP envolvidas

na biossintese de policetideos (LI et al., 2005). A apo-Btrl foi purificada em tampao 50 mM
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HEPES pH 7, 50 mM NaCl e 2 mM de DTT que mostrou ser favoravel, pois a proteina ndo
precipitou. De acordo com o cromatograma da GF, a proteina eluiu ao redor dos 117 mL
com uma intensidade muito baixa (aproximadamente 15 mAU) devido a auséncia de

residuos de triptofano (Figura 27A). Porém, a presenca de outros residuos aromaticos como
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Figura 27. Purificacdo por exclusdo molecular da apo-Bitrl.

(A) Cromatograma da purificagdo onde apresenta-se a absorbancia a 280 nm cujo sinal méximo esta em 117
ml correspondente com o volume de elui¢do da enzima. (B) Gel de acrilamida FastCast TGX: A banda indicada
pela seta preta corresponde a enzima purificada em aproximadamete 10 kDa. (1) Marcador, (2) Sfp e Btrl, (3)
apo-Btrl concentrada.

fenilalanina, permitem a emissdo de um pequeno sinal detectavel & luz UV. A presenca e
pureza da proteina foi confirmada pela identificagdo de uma banda proxima aos 10 kDa em
um gel de acrilamida FastCast TGX de 12% (BioRad) (Figura 27B).

A quantificacdo da apo-Btrl realizou-se pelo método de Bradford para o qual foi
necessario realizar uma curva padrdo com Soro Albumina Bovina (BSA) (Figura 28). A

absorbancia da apo-Bitrl foi ajustada aos dados da curva e realizou-se a correcao da diluicao.
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Figura 28. Curva padrdo de BSA para método de Bradford.

Mediante o ensaio de DSF observaram-se variagdes nas Tm da BtrJ em auséncia e
presenca do seu substrato e da apo-Btrl (Figura 29 e Tabela 3). A BtrJ em presenca de ATP,
teve uma Tm de 46,35°C e apresentou um comportamento sigmoide normal. Inicialmente o
estado enovelado da proteina ndo emite nenhum sinal e, conforme a temperatura aumenta,
acontece um desenovelamento expondo os residuos hidrofébicos que interagem com o SO
emitindo um sinal de fluorescéncia. Esse comportamento assume algumas consideracées, como
o fato da proteina: (1) ndo apresentar fragmentos hidrofébicos expostos na superficie, (2) estar
estavel no comeco do experimento pois do contrario teria um aumento na fluorescéncia basal e
(3) possuir um tnico dominio, j& que se tivesse varios, o desenovelamento poderia acontecer a
diferentes temperaturas (GAO; OERLEMANS; GROVES, 2020).
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Figura 29. Ensaio de DSF para a interagdo entre a BtrJ e seu substrato e em presenga da apo-Birl.

Tabela 3. Temperatura de melting das enzimas BtrJ e Btrl assim como na presenca do seu substrato.

Reacao Tm (°C)
BtrJ + ATP 46,35
BtrJ+L-glu+ATP 42,7
BtrJ+L-glu+apo-BtrI+ATP -
BtrJ+L-glu+apo-BtrI+ADP 31,17
apo-Birl 52,02

A reagdo com o ligante L-glutamato, diminuiu a Tm para 42,7°C. Geralmente, a
formagéo de complexos ou a interacdo com ligantes estabiliza a proteina; porém, neste caso
aconteceu o contrario o que ndo necessariamente significa que nao exista uma interagcdo, mas
que a ligacdo acontece no estado desenovelado da enzima ou que o substrato promova a sua
abertura. Assim, quando um ligante se liga melhor ao estado desdobrado da enzima do que ao
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estado nativo, significa que a proteina € desestabilizada pelo ligante o que causa a diminuicao
da Tm (CIMMPERMAN et al., 2008). Isso também pode supor a necessidade da presenca da

Btrl para a formacdo do complexo junto com o L-aminoacido.

A BtrJ em presenca do L-glutamato, da apo-Btrl e de ATP foi completamente
desfavoravel pois o comportamento caracteristico sigmoide ndo foi observado. O sinal da
fluorescéncia comecou muito alto devido possivelmente ao desenovelamento ou agregacéo da
enzima desde o inicio da reacdo onde os residuos hidrofobicos estdo expostos interagindo com
o fluoréforo e conforme aumenta a temperatura o SO perde a sua intensidade. O estado nativo
de uma proteina geralmente apresenta uma transicdo de melting definida que muda conforme
aumenta a temperatura e pode ser reversivel. Pelo contrario, uma proteina mal desenovelada
pode ndo gerar ou gerar uma transicdo de melting menos favoravel, criando um sinal de
fluorescéncia alto no comeco do experimento (BITER et al., 2016). Porém, quando a reagdo foi
realizada com adigdo de ADP, mesmo com uma Tm baixa de 31,17°C, observou-se uma
transicdo de melting normal. O anterior pode sugerir que a interacdo com ADP foi melhor que
com ATP, particularmente quando acontece a ligagdo com o substrato. Em outras enzimas foi
reportado que o estado ligado ao ATP, comparado com o ADP, apresenta uma menor afinidade
por substratos como peptideos (BANDLA et al., 2019). Entretanto, deve-se levar em

consideragdo que os cations divalentes também influenciam esse tipo de interacéo.

Em teoria, a BtrJ catalisa a ligacdo entre o L-glutamato e a Btrl na sua conformacéo
holo. Para a obtencédo da holo-Btrl seria necessario realizar a adicdo do grupo 4-fosfopatatetina
(4°-PP) derivado da coenzima A (CoA). De acordo com Li e colaboradores (2005), a apo-Birl
incubada com a 4’-fosfopanteteneil transferase Sfp de B. subitilis por 15 min é convertida >95%
em holo-Btrl com massa molecular de 12,153 kDa confirmado por LC-ESI-MS. No presente
projeto, foi realizada a tentativa da reacdo de fosfopanteteneilagdo mas ndo foi possivel

confirmar a formagéao da holo-Btrl através de ensaios de espectrometria de massas.

A apo-Btrl é estavel com uma Tm de 52,02°C. Mesmo que néo foi possivel obter a holo-
Btrl nem avaliar a sua estabilidade, alguns estudos indicam que a interagdo do grupo 4’PP com
a ponte polipeptidica da PCP tem um efeito na estabilidade enzimatica. Isso pode dever-se aos
contatos com 0s amino&cidos na superficie da proteina que garantem a presenca de varios
doadores e aceptores para as ligagdes de hidrogénio (MODAK; SINHA; SUROLIA, 2007). A

Btrl deve manter um ambiente estavel para o grupo y-glutamil e demonstra a sua importancia
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para a funcdo das outras enzimas presentes na via biossintética, o que pode sugerir interacdo
entre elas (L1 et al., 2005).

Para a analise dos resultados da DSF também devem considerar-se as limitacdes da
técnica. Por exemplo, as vezes os dados ndo podem ser ajustados em uma curva sigmoide (WU
etal., 2020). A técnica de TSA também assume um unico estado de desdobramento da proteina,
pois a proteina pode ter diferentes estados conformais de desdobramento. Adicionalmente, o
ensaio considera que a ligacdo acontece em uma estequiometria de 1:1, porém a ligacdo pode
acontecer em diferentes estados e com diferentes potenciais (CIMMPERMAN et al., 2008).
Para diminuir os erros no experimento, era preciso fazer diferentes tipos de controles que
avaliassem todos os reagentes presentes na reacao: por exemplo controle com SO, assim como
com os ligantes, uma vez que esses dados podem gerar algum tipo de sinal por reacfes de
interacdo entre eles. O tampé&o da BtrJ continha glicerol o que pode ter alterado o sinal de
fluorescéncia associado a viscosidade. Outros aditivos como o EDTA também podem ter

interferido no sinal.

Por esses motivos, ensaios de interacdo entre proteinas devem complementar-se com
outras técnicas que permitam uma melhor diferenciagdo de formacéo de possiveis complexos.
Geralmente, para esclarecer informacao sobre a ativacdo enzimatica das PCP e ACP, estudos
biofisicos com NMR sao realizados, aprofundando sobre o reconhecimento da proteina com o
seu substrato. Porém, os intermediarios naturais ligados a essas enzimas sao instaveis e
altamente reativos. Uma alternativa interessante para superar essas caracteristicas de
instabilidade, seria a implementacdo do método criado no grupo de Tosin e colaboradores,
baseado no uso de sondas ndo hidrolisaveis de unidades de malonato, sintetizadas
guimicamente e ligadas as ACP capazes de interatuar com intermediarios biossintéticos que
podem ser facilmente caraterizados (KILGOUR et al., 2019). A conjugacédo da Btrl com este
braco prostético, poderia favorecer o estudo de interacdo com o L-glutamato e a BtrJ para serem
analisados por ensaios de espectrometria de massas assim como por cristalografia. A
compreensdo dos mecanismos de agdo e ligacdo com os diferentes intermediarios é uma
ferramenta poderosa que pode ser aplicada na biossintese de moléculas mais eficientes no

combate aos diferentes patdgenos.
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5 CONCLUSAO

Foi determinada a estrutura da BtrK na presenca do seu cofator PLP. Na unidade
assimétrica existe um anico protbmero embora a proteina seja um dimero obrigatorio em
solugdo. O protdmero contém 2 dominios, um N-terminal com um enovelamento tipo barril
TIM que é altamente conservado e um C-terminal constituido por um [ sanduiche. A interagdo
entre eles permite a dimerizagdo da enzima. Residuos dos dois dominios e das duas cadeias
ajudam na conformacéo do sitio ativo. O PLP liga-se covalentemente com um residuo de lisina
(Lys49) mediante a formacdo de uma base Schiff. Residuos como a Tyr187(A) e a Glu269(A)
ajudam na estabilizacdo do cofator mediante um empilhamento dos anéis arométicos e na
retirada de elétrons do anel. Embora o substrato real da enzima seja o intermediario y-L-
glutamato-S-Btrl, que consiste em uma molécula de L-glutamato ligada a holo-Btrl, realizou-
se uma simulacdo da possivel interacdo do L-glutamato no sitio ativo. O ligante ndo interage
diretamente com o PLP, mas faz ligacbes com os residuos Tyr375(A) e Thr190 que podem
estabilizar a posicao do substrato no bolséo catalitico.

Apesar de vérias tentativas de resolucdo da estrutura da BtrJ, ndo foi possivel obter
dados com um sinal anémalo para a determinacédo da fase utilizando a técnica de incorporagéo
de metais pesados por soaking. Para a determinacdo da fase, também foi realizada a
incorporagdo de SeMet e foram obtidos cristais promissores. Ainda, Se espera continuar esse
experimento pois a BtrJ, por tratar-se de um novo tipo de enzima capaz de ativar grupos
carboxila de residuos como o L-glutamato e catalisar a ligacdo com proteinas carreadoras de

peptidil (PCP), resulta um alvo interessante de estudo.

Mediante ensaios de DSF, obtiveram-se resultados sobre uma possivel interagdo entre a
BtrJ e o0 seu substrato L-glutamato onde pode inferir-se a necessidade da presenca da holo-Btrl

para a formacao de um complexo estavel.

As anélises dos mecanismos e ligagbes das diferentes enzimas tém implicacOes
biolégicas muito relevantes desde que é possivel estudar se tém a capacidade para reconhecer
outros substratos ou para a criagdo de enzimas hibridas que permitam a constituicdo de

moléculas mais efetivas.
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