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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 é 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 é pouco compreendida. Com a inten¢éo de entender a biossintese
desse grupo, estudamos estruturalmente duas enzimas desta via: a BtrJ que catalisa a ligacéo 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  sanduiche que
interagem entre si. A dimerizacdo acontece pela interacdo 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 ligag6es com residuos proximos
que podem ajudar na sua estabilizacdo 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 incorporacgdo de selenometionina. Mediante ensaios de DSF, pudemos 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 Sao Paulo, Sado 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]’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 P212:2 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-Btrl
for the formation of a stable complex with BtrJ.

Keywords: Natural products. Aminoglycosides. Butirosin. AHBA. Crystallography.



1 INTRODUCAO
1.1 Produtos naturais

Varios produtos naturais sdo agentes anticancerigenos e antibioticos importantes devido
a sua diversidade e propriedades farmacologicas. Estes compostos bioativos sdo produtos do
metabolismo secundéario 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 ac¢Ges biologicas, incluindo a modulacéo do canal de sodio,
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 farmacoldgicas
(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 transcri¢cdo 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 o 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,

quando 0s microrganismos precisam competir por espago e nutrientes o que leva a ativagdo de



genes que codificam enzimas capazes de produzir tais moléculas (WALSH, 2003; DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012). Os antibi6ticos ou antimicrobianos podem ser classificados de
acordo com o seu mecanismo de acdo 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).

]
-4

E@EQE@M

I== Inibicéo da sintese de proteinas

Inibicao da sintese de DNA ou RNA

Inibicdo da sintese da parede celular RNA

polimerase
DNA YA >
GTP—»=—DHp——»-DHF dTMP\‘ )
% | dTTP
parede A N THE -dumP
celular S Inibig&o da sintese de folato
- ,,___E: Membrana citoplasmatica
Membrana kl
citoplasmética i Parede celular
]
: Membrana externa
1
]

Periplasma

Periplasma

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 antibidticos 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 mdltiplos dominios organizados em mddulos que adicionam progressivamente unidades

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 sao capazes de
incorporar uma ampla variedade de unidades extensoras naturais e ndo naturais e cetoredutases
que reduzem estereoespecificamente as B-carbonilas (TIBREWAL; TANG, 2014).

Apo6s a montagem da aglicona ou o antibiético 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 s6 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 através de reducfes ou oxidagoes
(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 bioldgicos. 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 econémica (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 caracterizacdo de um
volume grande de moléculas, a escassa producdo do composto ativo e a redundéncia dos
metabolitos estudados (WRIGHT, 2014).

Portanto, existem diferentes estratégias amplamente estudadas para superar esses
problemas, como a exploracao sistematica dos ecossistemas atravées de novas técnicas de coleta
que permitem o crescimento e isolamento de espécies representativas de uma populagdo
(ZHANG; DEMAIN, 2005). Também tem sido implementada a expressdo de DNA do ambiente
em hospedeiros heter6logos que permite a inser¢cdo de novos agrupamentos génicos e

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 geracéo
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 gracas a técnicas de
biossintese combinatorial onde h& 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 implementacao de técnicas como espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (MS), cromatografia liquida de alto
desempenho (CLAD) permitem a comparacao dos perfis de metabdlitos 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
visualizacao de modos de ligacao de substratos facilitando o processo de descoberta de um novo
candidato tanto na triagem inicial como nas etapas de otimizacdo (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 é promiscua para a
interacdo com outros aminoglicosideos gerando novos derivados de canamicina e tobramicina
(BURY etal., 2017).

1.2 Aminoglicosideos (AGS)

A exploracdo 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

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 cdédigo genético e
produzindo sequéncias proteicas erradas (Figura 2A). Também podem interferir na ligacdo do
tRNA com o respectivo rRNA na traducdo ou impedido a translocacdo do tRNA do sitio-A ao
sitio-P (Figura 2B) (EDSON; TERRELL, 1999)(KOTRA; HADDAD; MOBASHERY, 2000).
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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 translocacao do tRNA do sitio-A para o sitio-
P. Imagem adaptada de Kaiser, Gary (Community College of Baltimore).



Os AGs apresentam grupos amino que sdo 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 antibiotico (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 ligacGes glicosidicas entre as posicGes 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 sdao derivadas da glicose-6-fosfato, que
mediante a acdo de diferentes enzimas, geram os ndcleos 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, &
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-DOlI sintase permite a formacdo do intermediario 2-deoxi-scilo-inonosa (2DOI) a
partir da glicose-6-fosfato, que posteriormente € convertido em 2-deoxi-scilo-inosamina
(2DOIA) pela acdo de uma aminotransferase (Figura 5). No agrupamento génico para a
butirosina, a aminotransferase é nomeada BtrR, uma enzima dimérica dependente de PLP que
apresenta similaridade estrutural com outras aminotransferases de aspartato associadas ao
metabolismo secundario (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 desidrogrenacéo € a BtrN, uma radical SAM que pertence a um grupo
de proteinas que catalisa uma grande diversidade de reagbes (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-

acetilparomamina com a adi¢do de uma molécula de N-acetil-D-glucosamina (YOKOYAMA
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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, os 7 genes responsaveis pela codificacdo das
enzimas envolvidas na biossintese do grupo AHBA. Imagem adaptada de Arya, 2007.

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 intervencdo 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 mutagfes 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 € 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 (EMAs) (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 mdveis 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¢oes 1 (AAC(1°))e 3
(AAC(3”)) do anel 2-DOS (KRAUSE et al., 2016). A ACC(1’) é encontrada em E.
coli e pode catalisar a acetilacdo de aminoglicosideos como a butirosina e a di-
acetilacdo da ribostamicina e neomicina (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). As
AAC(6”) sd0 as mais comuns e 0s seus genes foram reportados em plasmideos,

cromossomos e elementos genéticos maveis.
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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.

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

cada subunidade interage com o substrato formando um complexo Mg-ATP,
seqguido 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-fosfotransferases (APHSs): estdo presentes em Gram-positivas e realizam uma

fosforilagéo 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



o 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¢do do medicamento.
Também, podem estar envolvidos em mecanismos enzimaticos de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que podem destruir células ciliadas no ouvido devido a quelacdo de ions metalicos 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 antibidticos ainda séo 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 sdo bem
estudados o que facilita a pesquisa de estratégias para combaté-los. A combinacdo com pB-
lactdmicos é efetiva contra sepse severas e infecgdes nosocomiais e sdo importantes em terapia de
combinacdo para infeccBes 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’) ¢ a APH(3”) (ELJAALY et al., 2019).



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 evolucdo do
agrupamento génico da butirosina, a perda da capacidade de biossintese da molécula de agucar
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 antibidtico bastante interessante pela
evidéncia de causar insensibilidade frente a acdo de algumas EMAs (LI et al., 2005). AHBA ja
foi inserido na posi¢do 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 acdo
(LI 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
criagdo 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 acdo de enzimas codificadas por 7 genes (btrl, btrK, btrG, btrH, btrO, btrJ e btrV)
que nédo 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) Hidroxilag&o do y-L-glu-GABA-S-Birl
pelo sistema mono-oxigenase BtrO/BtrV. (5) Liga¢do do intermediario vy-L-glu-AHBA-S-Btrl a
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 reacéo
é o intermediério biossintético y-L-glutamato-S-Btrl.

2. Posteriormente, acontece uma descarboxilagdo no carbono a (Co) pela
descarboxilase BtrK para produzir uma molécula de y-aminobutirato-S-Bitrl
(GABA-S-Btrl).



3. Uma segunda molécula de L-glutamato é adicionada ao intermediério 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 presenca
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 liberagdo 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 ligacéo 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 incubacéao
da reacdo da BtrJ com a BtrK revelou um produto com maior massa do que o esperado, o 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-Btrl
como era pensado anteriormente. A Btrl tem um papel muito relevante, pois funciona como

plataforma na qual acontecem as modifica¢cdes do L-glutamato e dos diferentes intermedirios.

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 nao 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 producédo de novos AGs.



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 geracao 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.



5 CONCLUSAO

Foi determinada a estrutura da BtrK na presenca do seu cofator PLP. Na unidade
assimétrica existe um anico protdbmero embora a proteina seja um dimero obrigatério em
solucdo. 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 B sanduiche. A interacdo
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 ligagdes 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 determinacdo da fase utilizando a técnica de incorporacao
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 interacdo 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 implicagdes
biolégicas muito relevantes desde que é possivel estudar se tém a capacidade para reconhecer
outros substratos ou para a criacdo de enzimas hibridas que permitam a constituicdo de

moléculas mais efetivas.
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