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RESUMO

Varios experimentos tém comprovado que compostos naturais podem ter sua
atividade bioldgica alterada devido a presenca ou auséncia de halogénios
ligados. Os antibidticos glicopeptidicos, como a vancomicina e teicoplanina séo
produtos naturais halogenados que apresentam destacada importancia.
Halogenases sdo enzimas que catalizam a transferéncia de halogénios para
um determinado substrato, porém sao muito pouco estudadas, principalmente
aquelas envolvidas na biossintese de produtos naturais, como antibi6ticos
glicopeptidicos, mesmo com o seu potencial de aplicagdo em biologia sintética.
Cepas produtoras de glicopeptideos foram obtidas da colecdo NRRL e
crescidas em meio TSB. O DNA foi extraido e os genes de 3 diferentes
halogenases (stal e staK de Streptomyces toyocaensis, composto 47934 and
Orf8* de Actinoplanes teichomyceticus, Teicoplanina) foram clonados em
pET28a e pET20a. Um gene sintético foi obtido para enzima ComH
(biossintese de complestatina) e clonado em pET28a. A expressdao desses
genes foi induzida por IPTG e a purificagcdo se deu em colunas de afinidade e
gel filtracdo. Foram realizados estudos biofisicos (CD e DLS da Stal), bem
como modelagem molecular e ensaios de complementagdo para proteinas
StaK e Stal. Trés halogenases foram purificadas, Stal, StaK e ComH e
apresentaram coloragdo amarela indicando a co-purificagdo com FAD. Orf8*
apresentou-se somente na fragdo insoluvel. Analises de CD indicam a
presenca de a-hélices e folhas-f e foi possivel observar o estado de
oligomerizacéo e polidispersividade em diferentes condi¢gbes para halogenase
Stal. Os modelos moleculares deram insights sobre uma possivel diferenga de
padrdao de halogenacao catalizada pela Stal e StaK, devido a diferenca de
residuos hidrofébicos que formam os sulcos do sitio ativo. Tentativas de
ensaios de cristalizagao para as enzimas Stal, StaK e ComH foram realizadas.

No entanto, apenas a proteina Stal apresentou um unico cristal nao



reproduzivel mesmo com a troca de tampao em passos de purificagao

Palavras-chave: Halogenases. Produtos Naturais. Antibidticos Glicopeptidicos.

Streptomyces. Biotecnologia.

ABSTRACT

Various experiments have shown that natural compounds may have their
biologic activity altered by presence or absence of halogens. Glycopeptide
antibiotics, such as vancomycin and teicoplanin are halogenated natural
products and they have substantial importance in the medicine. Halogenases,
are enzymes that catalyses the attachment of halogens to a substrate,
howerver they are not well understood mainly those ones in glycopeptide
biosynthesis. Producing glycopeptides strains were obtained from NRRL
collection, they were grown in liquid TSB medium and the DNA was extracted.
Three different genes for halogenases [(stal and staK from Streptomyces
toyocaensis (compound 47934) and Orf8* from Actinoplanes teichomyceticus
(Teicoplanin)] were amplified and cloned into pET28a and pET20a. A synthetic
gene for comH from the biosynthesis of complestatin was obtained and also
cloned in the pET28a. The expression of these four genes was carried out with
the induction by IPTG and the purification was performed by affinity and
molecular exclusion. Samples of soluble and insoluble fractions and
chromatographic peaks were analyzed on SDS-PAGE gel. Circular Dichroism
(CD) and Dynamic Light Scattering (DLS) studies were performed for Stal and
ComH. We have also performed molecular modelling for Stal and StaK
enzymes because attempts to crystallise all the soluble halogenases did not
return any result (only Stal had a single crystal which showed not reproduzible).
ComH, Stal and StaK were purified and they had an yellow colour indicating the
co-purification with FAD.Orf8* was predominantly insoluble. SDS-PAGE gel
showed that Stal had high purity already after the affinity purification and the
molecular exclusion indicates that it had a tendency to aggregate. By the
analysis of CD was possible to observe the structural integrity of Stal and

ComH, which shows, as expected, the presence of a-helixes and 3-sheets. The



DLS analysis shows the oligomerization state of the sample and some
polidispersivity in several conditions. The molecular models give some insights
on the possible difference of halogenation pattern catalysed by Stal and StaK
due to the difference of hydrophobic residues that form the groove of the active
site. They indicated that Stal and StaK might accommodate the substrate in a

different orientation.

Keywords: Halogenases. Natural products. Glycopeptide antibiotic.
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1 Introducio

A resisténcia aos antibioticos continua a ser um problema de saude publica global
(COOPER, 2011). De acordo com o Centro para Controle ¢ Prevengdo de Doencas
(CDC, 2013), bactérias resistentes causam anualmente mais de dois milhdes de
infec¢des nos Estados Unidos, com uma taxa de mortalidade de mais de 20.000 pessoas
por ano. A Organizagdo Mundial de Saiide (OMS), no seu relatério global sobre
vigilancia e resisténcia antimicrobiana em 2014, afirmou que, mesmo em uma era pos-
antibiotico, as infeccdes comuns e lesdes menores podem matar. Fato o qual ndo estd
longe de ser uma fantasia apocaliptica, em vez disso, ¢ uma possibilidade muito real
para o século 21. Foi pensando nisso que em setembro de 2014, o governo dos EUA
emitiu uma politica nacional a fim de definir uma forga-tarefa para combater bactérias
resistentes aos antibioticos (CHENG et al., 2015).

A resisténcia antimicrobiana ¢ uma das principais ameagas a saude humana.
Infelizmente, o que se observou nos ultimos anos foi um aumento do nimero de
infecgdes causadas por tais bactérias resistentes (WALKER et al., 2009). Este fato
chama a atengdo para a necessidade de descoberta de novos medicamentos ou entdo a
melhoria de antibidticos existentes. Para cada farmaco de sucesso que chega ao
mercado, dezenas de milhares de compostos precisam ser selecionados e introduzidos
no processo de descoberta de um novo medicamento. No entanto, esforcos a fim de
melhorar a diversidade dos compostos a serem selecionados sdo cruciais para aumentar
a probabilidade de que um composto se torne um medicamento aprovado. Uma andlise
das fontes de novas drogas no periodo de 1981 a 2010 revelou que 64% dos 1.073
medicamentos sdo ou produtos naturais ou derivados de produtos naturais. Dotado de
extraordinaria diversidade estrutural e atividades biologicas inigualaveis, produtos
naturais sdo classificados como metabolitos secundarios montados e modificados por
vias biossintéticas exclusivas em microrganismos e plantas, os quais tém sido utilizados
para o tratamento de varias doengas e estdo se tornando uma éarea de pesquisa
fundamental para a descoberta de novos medicamentos (ENFIELD et al., 2014; MAY,
2014; RAJESH et al., 2015)
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1.1 Produtos naturais halogenados

A ocorréncia natural de produtos organohalogénicos ja foi considerada no
passado como excéntricos quimicos raros ou simplesmente como artefatos ocorridos
durante o processo de isolamento dos mesmos. Entretanto, recentemente, eles tém
assumido um importante papel no campo dos produtos naturais. Assim o numero de
compostos organohalogénicos identificados na natureza multiplicou-se por volta de 250
vezes durante o periodo de 1960 at¢ 2000 (GRIBBLE, 2004). A sua importancia e
prevaléncia ¢ notavelmente abundante. Em 2004, mais de 4.500 produtos naturais
halogenados ja tinham sido descobertos. Destes, 2.300 sdo compostos clorados, 2.100
bromados, 120 compostos iodados e 30 fluorados. A distribui¢do de organohalogénios ¢
exatamente proporcional em relacdo a abundancia natural dos halogénios disponiveis
para uso no ambiente (GRIBBLE, 2004).

A incorporacdo de halogé€nios em produtos naturais altera suas propriedades
fisicas, incluindo efeitos eletronicos e estéricos, que podem ser cruciais para a
determinagdo da afinidade e seletividade das interagdes com alvos biologicos. Muitos
dos genes que codificam enzimas incorporadoras de halogénios, ou halogenases, estdo
presentes em cluster génicos de rotas biossintéticas especificas de produtos naturais. A
halogenagdo organica ocorre em uma faixa muito diversa de familia de compostos,
sendo desde terpenos a policetideos e peptideos ndo-ribossomais. Geralmente os &tomos
de halogénio s3o incorporados em carbonos alifaticos, centros olefinicos, e em uma
larga variedade de anéis aromaticos e heterociclicos (VAILLANCOURT et al., 2006). A
cloracdo ¢ a modificagdo predominante, seguida por bromagao, enquanto a iodagdo e a
fluoretagdo sdo raras. Como a presencga dos halogénios modifica as propriedades fisicas,
eles também produzem profundas influéncias na atividade bioldgica destes compostos
(NEUMANN; FUJIMORI; WALSH, 2008). Portanto ndo ¢ surpresa encontrar
compostos organicos halogenados que sdo moléculas bioativas, sendo que muitas delas
com importantes aplicacdes clinicas em humanos. A vancomicina (Figura 1E), por
exemplo, tem sido utilizada historicamente como antibidtico de ultima escolha contra
bactérias Gram-positivas resistentes a meticilina. A presenca de dois substituintes de
cloro na vancomicina € necessaria para que a molécula mantenha a sua conformagao
biologica ativa. Entretanto, cepas de bactérias resistentes a vancomicina ja foram

isoladas, o que significa que ocorre a necessidade de descoberta de novas drogas para
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combater ameacas infecciosas (HARRIS, 1985). Varios outros antibidticos, como
diversos glicopeptideos, a clorotetraciclina (Figura 1C) e o clorafenicol (Figura 1D)
também sdo exemplos de organohalogénicos com interesse terapéutico
(VAILLANCOURT et al., 2006). Outras propriedades uteis de alguns produtos naturais
clorados incluem: a atividade antitumoral (rebecamicina [Figural A] a partir da bactéria
do solo Lechevalieria aerocolonigenes, salinosporamida A [Figura 1B], spongistatina, ¢
calicheamicina (YEH; GARNEAU; WALSH, 2005); (FENICAL; JENSEN, 2006;
NICOLAOU; SMITH; YUE, 1993) e atividade contra o Mycobacterium tuberculosis, o
agente causador da tuberculose (maracen A5, produzido por Sorangium cellulosum).
Produtos naturais clorados, também sdo encontrados em plantas (o romucosine B12
alcaldide de Rollinia mucosa, com atividade anti-agregagdo plaquetaria), insetos (a
feromonio sexual 2,6-diclorofenol de carrapatos estrela solitaria), e até mesmo
vertebrados (composto analgésico epibatidina. extraido do sapo Epipedobates tricolor) (
GRIBBLE, 2004; (BERGER, 1972); (KUO et al., 2001).

Figura 1. Compostos naturais clorados. A) Rebecamicina; B) Salinosporamida; C)
Clorotetraciclina; D) Cloranfenicol; E) Vancomicina
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Muitos compostos bromados sdo isolados de ambientes marinhos por conta da
alta concentragdo relativa de Br" na dgua do mar. Um exemplo de composto bromado
conhecido ¢ o antitumoral placortamina C ( Figura 2) , encontrado em associa¢do com a
esponja marinha Plakortis nigra. Algas marinhas vermelhas sdo outra fonte prolifica de
compostos bromados, tal como o potente inseticida telfairina de Plocamium telfairia.
Outro género de algas vermelhas, Laurencia, produz uma incrivel variedade de
esqueletos moleculares bromados, incluindo as moléculas neoirietetraol, japonenina A,
laurefucina e lauralena (GRIBBLE, 2003). Apenas alguns compostos bromados sao
produzidos por organismos terrestres como ¢ o caso do composto conhecido apenas
como CJ-19.784, isolado a partir do fungo Acanthostigmella (GRIBBLE, 2004). Um
composto bromado particularmente interessante ¢ 2-octil-y bromoacetoacetato,
originalmente isolado a partir de fluido espinal cerebral humano. Embora pouco se saiba
sobre sua origem ou biossintese, esta molécula estd relacionada na regulacdo do sono
REM (Movimento Rapido do Olho, do inglés, Rapid Eye Movement) (PATRICELLI et
al., 1998).

Tiroxina ¢ um conhecido hormoénio da tiroide de mamiferos, ¢ o composto
iodolactona ocorre nas glandulas da tiroide de cdes. Embora os hormoénios iodados
sejam, provavelmente, os compostos organohalogenados mais conhecidos, ha também
muitos outros produtos naturais iodados com atividades bioldgicas uteis (GRIBBLE,
2004; (GRIBBLE, 2003). Um exemplo citado por (AHLERT et al., 2002), ¢ o composto
calicheamicina, isolado a partir da bactéria Micromonospora echinospora ssp.
calichensis, ¢ um potente agente antitumoral que se liga aos sulcos do DNA e provoca a
clivagem oxidativa da cadeia dupla. Apesar da relativamente baixa concentracdo de
iodeto em dgua do mar em comparagdo com o brometo e cloreto, véarios produtos
naturais iodados foram descobertos em amostras marinhas. Tasihalida A (Figura 2),
isolado a partir de uma mistura de cianobactéria do género Symploca ¢ uma alga
vermelha, ¢ um diterpeno iodado. Outra espécie de alga vermelha, Hypnea valetiae,
produz 5'-desoxi-5-iodotubercidina, um inibidor de adenosina quinase que tem sido
utilizada para estudar o metabolismo de nucleotideos. Além disso, nem todos os
produtos naturais halogenados contém apenas um tipo de halogénio. O composto
Placohipaforina A, associada a esponja marinha Plakortis simplex ¢ o sesquiterpeno
iodado 10-bromo-7-hidroxi-11- iodolaurena da alga marinha Laurenica nana contém
ambos, bromo e iodo com substituintes (WILLIAMS, P. G. et al., 2003);
CAMPAGNUOLO, 2003 E IZAC, 1979).
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Os compostos fluorados nao sdo encontrados em abundancia, at¢ 2004 havia 30
exemplos conhecidos. A toxina fluoracetato descoberta a partir de uma planta da Africa
do Sul, Dichapetalum cymosum, tem sido utilizado no controle de pragas. Muitas outras
plantas sdo conhecidas por produzir compostos fluorados, incluindo Dichapetalum
braunii, Dichapetalum toxicarium, Acacia Georginae, ¢ Glycine Max (MURPHY;
SCHAFFRATH; O'HAGAN, 2003) A biossintese de produtos naturais fluorados foi
esclarecida através da caracterizacdo da enzima que catalisa a fluoragdo de S-adensil-L-
metionina para produzir 5'-fluoro-5'-desoxiadenosina em Streptomyces cattleya (DONG
et al., 2004). Este produto ¢ metabolizado em fluoroacetaoaldeido, que provavelmente
serve como um precursor para a maioria de outros compostos fluorados. Ainda nao foi
conclusivamente mostrado se os metabolitos fluorados produzidos por plantas sdo
sintetizados através de um mecanismo semelhante. Esta via também nao leva em
consideracdo a biossintese do antibidtico fluorado nucleocidina (Figura 2) (GRIBBLE,

2004).
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Figura 2. Compostos organohalogenados com seus respectivos produtores. Produtos
naturais bromados representados por placortamina C e CJ-19.784. Compostos iodados
tiroxina e tasihalide A e representando os fluorados, nucleocidina e fluoracetona.
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1.2 Halogenases

O primeiro produto natural halogenado caracterizado foi o 3,5-diiodotirosina,
identificado a mais de 200 anos atrds. No entanto, a caracterizagdo da primeira
halogenase conhecida, uma haloperoxidase heme-dependente, ocorreu somente na
década de 50. Em 1984, a primeira atividade de halogenacdo de uma enzima vanadio-
dependente foi demonstrada no microrganismo marinho Ascophyllum nodosum
(NEIDLEMAN; GEIGERT, 1987); DUNFORD, 1999; VILTER, 1984). Ambas as
haloperoxidases (vanadio-dependente e heme-dependente) exigem peroxido de
hidrogénio e catalisam halogenagdo de substratos ricos em elétrons. Devido a nenhuma
das haloperoxidases ter poder oxidativo para catalisar reagdes de fluoragdao, a
existéncias de outras enzimas de halogenagdo foi proposta por Neidleman e Geigert em
1986. Somente no ano de 1995, uma outra halogenase, do tipo flavino-dependente,
relacionada a biossintede de tetraciclina foi identificada. Essas halogenases requerem a
reducdo de flavina (FADH2) e 02, e com excepcional seletividade e regiosseletividade
catalisam halogenacdes de subtratos ricos em elétrons (DAIRI et al., 1995).

Em 2002, a primeira enzima de fluoragdo, 5'-fluoro-5'-desoxiadenosina sintase
(5'-FDAS) foi descoberta e, subsequentemente, caracterizada estruturalmente. 5'-FDAS
emprega um mecanismo de halogenacao nucleofila e requer o substrato S-adenosil-L-
metionina (SAM) (O'HAGAN et al., 2002). Até entdo, as classes de halogenases
conhecidas ndo poderiam explicar todos os produtos naturais halogenados observados,
como no caso do composto tri-clorado barbamida. Em 1999, foi demonstrado que este
composto requer um mecanismo de halogenacdo radical. Em 2005, foi assim,
comprovada a atividade das enzimas ndo-heme ferro-dependente e O2-dependentes, as
primeiras enzimas capazes de halogenar carbonos de centros ndo ativados (HARTUNG,
1999), (VAILLANCOURT et al., 2006).

As duas classes de halogenases O2-dependentes, FADH2-dependentes e nao-
heme ferro-dependente, sdo conhecidas como sendo responsdveis por uma grande
variedade de reagdes de halogenacdo. As halogenases flavina-dependente, em particular,
sdo bastante comuns. Existem ainda varios produtos naturais halogenados para o qual o
mecanismo de halogenagdo ndo estd totalmente esclarecido. Um exemplo ¢ o grupo
funcional brometo de alquilo do composto jamaicamida A, um produto natural, a partir
de Lyngbya majascule (EDWARDS et al., 2004). Ambos os mecanismos de

halogenag¢ao flavina-dependentes e ndo-heme ferro-dependente podem ser previsto para
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a biossintese deste grupo funcional, uma vez que o cluster génico contém os dois tipos
de enzimas. Um segundo exemplo ¢ o composto fluorado nucleocidina, os quais os
genes biossintéticos ainda sdo desconhecidos. Porém, resta saber se ainda novos
métodos de halogenacao ou halogenases serao descobertos. A recente caracterizacao de
uma SAM-dependente que emprega um mecanismo nucleofilico indica que ainda ha
muito a ser descoberto sobre a halogenacdo enzimatica (FUJIMORI et al., 2007);
(GALONIC; VAILLANCOURT; WALSH, 2006).

1.2.1 Atividade relacionada a halogenacao

A importancia dos atomos halogénicos para a atividade biologica pode ser
observada em varios compostos naturais. Por exemplo, a eficicia terapéutica da
salinosporamida A, que ¢ um inibidor do proteassdmico, € que estd correntemente em
testes clinicos para tratamento de mieloma requer a presenga do substituinte clorado
para a sua atividade e mecanismo de acdo (GROLL; HUBER; POTTS, 2006) assim
como para a atividade antimicrobioldgica do composto rebeccamicina, cujo derivado
descloro perde totalmente sua atividade (PEREIRA et al., 1996).

Substituintes halogénicos podem aumentar a lipofilicidade de um composto
quando comparado com uma substituinte hidroxila, como evidenciado pelos valores
mais positivos de log P (coeficientes de partigdo hidrofobica octanol-agua). Como
exemplo, a atividade da toxina de plantas siringomicina E, a qual depende a inser¢ao na
membrana, ¢ completamente abolida se o halogénio ¢ substituido por um grupo
hidroxila. A maior lipofilicidade do substituinte cloro pode promover a inser¢do na
bicamada lipidica, enquanto que um grupo hidrofilico, na mesma posi¢ao, elimina a sua
atividade (GRGURINA et al., 1994).

A eletronegatividade dos halogénios e a natureza covalente polar de uma ligagao
carbono-halogénio podem interferir nas propriedades de um composto. Fluor, em
particular, pode ter um efeito fortemente indutivo em aminas vizinhas, diminuindo a sua
basicidade e, portanto, aumentando a biodisponibilidade do composto. H4 grandes
variagdes nas propriedades dos diferentes halogénios e os seus respectivos efeitos sobre
um determinado esqueleto organico (MULLER; FAEH; DIEDERICH, 2007).

Devido a importancia que os halogénios t€ém sobre os compostos naturais,
associada a dificuldade encontrada pelos métodos tradicionais de halogenacao quimica,

e também devido a falta de especificidade e regioseletividade, as halogenases
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apresentam-se como enzimas extremamente promissoras na bioengenharia racional para
producdo de novos metabdlitos utilizando biossintese combinatorial ou sintese
enzimatica dentro da crescente area da biologia sintética. A introducdo ou alteragdo de
halogénios pode levar ao desenvolvimento de drogas mais eficazes, propriedades
farmacocinéticas otimizadas ou mesmo novos mecanismos de acdo (NEUMANN et al.,
2008). A aplicagdo de engenharia metabdlica utilizando halogenases ja tem sido
empregada com sucesso para a produgdo de derivados dos antitumorais
indolocarbozoles, rebeccamicina e staurosporina (SANCHEZ et al., 2005). Mais
recentemente, Heide e colaboradores, 2008 também obtiveram sucesso na produgdo de
derivados clorobiocina utilizando a halogenase da biossintese de hormaomicina (HEIDE

et al., 2008).

1.2.2 Classes de Halogenases

Atualmente, segundo Vaillancourt e colaboradores, 2006, as halogenases podem
ser divididas em:
e Haloperoxidases: - heme-dependentes

—>vanadio-dependentes,
e Halogenases oxigénio-dependentes: > flavina-dependentes
—>ndo-heme ferro-dependentes,

e Halogenases nucleofilicas

1.2.2.1 Haloperoxidases: Heme-dependentes

As haloperoxidades heme-dependentes sdo encontradas em plantas, fungos,
bactérias e animais. Shaw e colaboradores (1961) isolaram e caracterizam
estruturalmente a primeira haloperoxidase do fungo Caldoriomyces fumago, e
observaram que ela catalisa a cloragdo de substratos organicos, na presenca de ions
cloreto e peréxido de hidrogénio, sendo nomeada como cloroperoxidase. No entanto,
apos esta descoberta, em estudos continuados, foi observado que esta haloperoxidase
também utiliza os ions brometo e iodeto nas suas reagcdes de halogenacdo. Mais tarde,
foram detectados e isolados, de algas e algumas bactérias Gram-positivas, varias
bromoperoxidases, isto €, enzimas que catalisam a bromag¢do, mas ndo a cloragao, de
substratos organicos, na presenca de peroxido de hidrogénio (BADEN; CORBETT,
1980; MANTHEY; HAGER, 1981; MARSHALL; WRIGHT, 1996; VAN PEE;
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LINGENS, 1984). Estas bromoperoxidases e cloroperoxidases contém ferro ligado a
uma protoporfirina IX, ou um derivado, como grupo prostético (LITTLECHILD et al.,
2002; VAN PEE, 1996).

O mecanismo geral das haloperoxidases baseia-se na producdao enzimatica de
acido hipo-halogenoso (HOX), a custa de um peréxido, habitualmente o peroxido de

hidrogénio:

X + H,0, + H® —» HOX + H,O
HOX + HA — AX + H20O

Onde X pode ser o cloreto, brometo, iodeto ou o pseudo-halogeneto SCN-
(tiocianogénio) (NEIDLEMAN; GEIGERT, 1987). Assim, na presenca de peréxido de
hidrogénio, por um processo de transferéncia eletronica, produz-se o 4cido hipo-
halogenoso (LIGTENBARG et al. 2003), intermedidrio bastante reativo, que pode
reagir com um receptor nucleofilico (HA), quando presente, para produzir compostos
organicos halogenados.

O mecanismo de halogenagdo da cloroperoxidase de Caudariomyces fumago e
de outras haloperoxidases heme-dependentes (Figura 3) inicia-se com o peroxido de
hidrogénio que fica coordenado ao centro ativo, através da ligacdo ao ferro (uma
protoporfirina IX férrica no centro ativo, Fe III heme) e a um residuo aminoacido
endogeno a proteina, localizado nas proximidades do centro ativo (VAN PEE;
UNVERSUCHT, 2003). Este residuo de aminoacido (que pode ser uma histidina,
metionina ou acido glutdmico) atua como um catalisador acido-base que primeiro
desprotona o peroxido de hidrogénio e subsequentemente protona o peroxido ionizado
que se encontra ligado ao ferro hémico. Apods este passo, segue-se uma clivagem
heterolitica da molécula de H>O», com a transferéncia de dois elétrons do grupo hémico,
originando a formag¢do de uma molécula de agua e de um intermediario tipico dos
peroxidases hémicos, um complexo radical catidnico oxo-ferril-porfirinico (heme Fe
IV=0). Este intermedidrio instavel reage com o ion halogeneto (X°) para formar um
hipotético hipo-halogeneto férrico designado por composto X (heme Fe II-O-X). O
composto X, também instdvel, decompde-se de forma a dar origem a enzima na sua
forma nativa e ao 4cido hipo-halogenoso (HOX) (HOFRICHTER; ULLRICH, 2006;
WAGENKNECHT; WOGGON, 1997).
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Figura 3. Mecanismo catalitico de haloperoxidases heme-dependente (Adaptado de
(NEUMANN et al., 2008).

1.2.2.2 Haloperoxidases: Vanadio-dependentes

As haloperoxidases dependentes de vanadio sdo metaloenzimas que cont€ém como
cofactor o vanadio mononuclear. Tal como as haloperoxidases hémicas, estas enzimas

catalisam a oxidacdo de halogenetos na presenga de perdxido de hidrogénio.

(ALMEIDA et al. 1998; SCHNEIDER et al. 2007).

Atualmente, seis estruturas tridimensionais de haloperoxidases de vanadio sdo
conhecidas:

» Cloroperoxidase dos fungos C. inaequalis (MESSERSCHMIDT; WEVER,
1996) e Emblellisia didymospora (BARNETT et al., 1998);

* Bromoperoxidases das algas vermelhas Corallina pilulifera (OHSHIRO et al.,
2002) e Coralina officinalis (ISUPOV et al., 2000);

» Bromoperoxidases das algas castanhas Fucus distichus (VREELAND et al.
1998) e A. nodosum (WEYAND et al., 1999).

Através de um estudo comparativo entre estruturas cristalograficas e de diversos
estudos cinéticos, biofisicos, genéticos e mutacionais, foi possivel elucidar o mecanismo
de acdo destas enzimas. (LITTLECHILD et al., 2002; MESSERSCHMIDT; PRADE;
WEVER, 1997; MESSERSCHMIDT; WEVER, 1996; RENIRIE et al., 2000;
ZAMPELLA et al., 2005).

O mecanismo proposto para a atuagdo catalitica das haloperoxidases vanadio-
dependente ¢ onde o primeiro substrato, o peroxido de hidrogénio se liga a enzima,

formando o peroxicomplexo. Apos a ligacao do peroxido a enzima, ocorre liberagdo de
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uma molécula de H O e posterior ligagao e oxidacdo do segundo intermediario, um

halogeneto (Figura 4).

\r\ % H,0, \l/\ _,_._", Br \I'/\ _:;',
N—'\."— | N—\—g — | N\ = =——1Rr
/

-H,0 HN_J cln/ HN\/

Figura 4. Mecanismo catalitico de haloperoxidases vanadio-dependente (Adaptado de
(NEUMANN et al., 2008).

Uma caracteristica interessante destas enzimas ¢ o fato do estado de oxidacao do
vanadio se manter inalterado durante todo o ciclo catalitico, ao contrario do que
acontece com o ferro nas haloperoxidases heme-dependentes.

As haloperoxidases de vanadio apresentam uma estabilidade operacional
notavel, podendo reter a sua atividade catalitica durante cerca de um més, quando
armazenados em 60% de metanol, etanol e isopropanol. Mantém-se ativas quando
expostas a temperaturas até¢ 70 °C e a atividade perdida pode ser recuperadas quando sdo
reequilibradas a temperaturas mais baixas (ALMEIDA et al., 2001); NATALIO et al.
2005). As estruturas cristalograficas destas haloperoxidases vanadio-dependente
revelaram que estas enzimas apresetam uma forma cilindrica e compacta. Além disso,
suas a-hélices sdo extremamente hidrofobicas, o que contribui, por sua vez, para uma

enorme estabilidade destas enzimas (MACEDO-RIBEIRO et al., 1999).

1.2.2.3 Halogenases oxigénio-dependentes: FADHz-dependente

Na década de 90, estudos evidenciaram a existéncia de um novo tipo de enzima
halogenante. Esta enzima foi descrita para a biossintese do antibidtico pirrolnitrina
(WIESNER; VAN PEE; LINGENS, 1988). Varias perhidrolases de Pseudomonas,
produtoras de pirrolnitrina foram isoladas e elas foram consideradas como sendo as
responsdveis pelas cloragdes durante a biossintese deste antibidtico (ITOH;
MORINAGA; NOMURA, 1992; WIESNER; VAN PEE; LINGENS, 1988). No
entanto, Kiener et al. (1996) demonstrou que ao deletar o gene da perhidrolase de
Pseudomona fluorescens, o produto, pirrolnitrina, era formado e nao havia qualquer
interferéncia na biossintese do antibidtico. Comprovando, entdo, que esta enzima nao

estava envolvida na biossintese. Estudos bioquimicos revelaram que dois dos quatro
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genes contidos no cluster genénico responsavel pela biossintese da pirrolnitrina estao
codificados para a producao de enzimas halogenantes, sugerindo haver novo mecanismo
de halogenacao uma vez que a hipotese de halogenacao via perhidrolases foi descartada
(HAMMER et al., 1999). Fazendo uso de um mutante que bloqueia o segundo passo da
biossintese da pirrolnitrina, foi possivel demonstrar que o primeiro passo da biossintese
resultava na formacgao de 7-clorotriptofano e que no terceiro passo biossintético, hé a
formag¢ao de aminopirrolnitrina, a partir da cloragdo do monodescloroaminopirrolnitrina
(Figura 5). Visto que, quando mutantes sao bloqueados num dos dois passos de
halogenacdo, nao ha produgdo de pirrolnitrina, verificou-se, desta forma, que as duas
halogenases ndo substituem uma a outra, o que levou a concluir que possuem diferentes
especificidades relativamente aos substratos que utilizam (KIRNER et al., 1998). Deste
modo, foi estabelecido um método para determinar a atividade enzimatica destas
halogenases, usando os seus substratos naturais. No caso da halogenase que catalisa a
cloragdo do triptofano (PrnA), o substrato foi encontrado com grande facilidade; mas a
monodescloroaminopirrolnitrina, o substrato da segunda halogenase (PrnC), foi dificil

de se encontrar (VAN PEE, 2001).

NH» HiF
/ OH 5
PrnA
N\ 4 N\, HO
FADH,, O,, CI b
N H PrnB
H
Cl
—
Triptofano T-clorotriptofano ~ NH
NHy

Cl

Monodescloroaminopirrolnitrina

PrnC
cl FADH,

0,

o]
Pirrolnitrina Aminopirrolnitrina

Figura 5. Biossintese de pirrolnitrina. Demonstracao da atividade enzimatica de PrnA,
B, C e D. (Adaptado de (KIRNER et al., 1996).

Foi observado que estas enzimas necessitam de um cofator para exercerem a sua

funcdo de halogenacdo. Kirner e colaboradores demonstraram em 1996, que a adi¢ao de
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de NADH era indispensavel para obtencao de produtos clorados. Mais tarde, na etapa de
purificacdo, verificou-se que também era necessario acrescentar FAD em complemento
a adi¢cdo de NADH. Contudo, constatou-se que, a triptofano-7-halogenase (PrnA) ndo
era capaz de catalisar a reacdo de cloracao, mesmo estando na presenca dos cofatores
FAD e NADH. Desta forma, notou-se a necessidade de uma segunda enzima, para que
houvesse a cloracdo, ou seja, uma flavina redutase (KIRNER et al., 1998), cuja funcdo ¢
a reducdo de FAD a FADH; na presenga de NADH. As flavina-redutases presentes em
Pseudomonas produtoras de pirrolnitrina podem ser subtituidas pelas enzimas
correspondentes em E. coli, demonstrando assim que, as halogenases ndo necessitam de
uma flavina-redutase especifica. Embora o FMN seja aceito pelas flavina-redutases, o
FMNH2 nao ¢ aceito pelas halogenases, ou seja, a substituicdo de FAD por FMN nao
resulta na producdo de nenhum composto clorado, demonstrando deste modo a
especificidade destas enzimas para o FADH2 (VAN PEE, 2001), UNVERSUCHT et al.
2005).

A reacdo catalisada pelas halogenases requer FAD na sua forma reduzida
(através da rea¢do: FAD + NADH+ H" & FADH:; + NAD), ion cloreto e oxigénio
molecular como co-substratos. O FADH> gerado pela flavina-redutase liga-se a
halogenase, reage com O2, ion cloreto e o substrato, no centro ativo dando origem ao
produto clorado (reagdo: FADH: + O, + CI" + (-Trp + H" 2FAD + 7-Cl-.-Trp + 2H20)
(KELLER et al., 2000).

De modo semelhantes, as enzimas RebF, uma flavina-redutase, ¢ RebH, uma
flavina-halogenase, também demonstraram possuir a capacidade para catalisar a
producao de 7-clorotriptofano durante a biossintese do agente quimioterapéutico

rebeccamicina (Figura 6) (VAILLANCOURT et al., 2006).
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Figura 6. Enzima RebH sendo utilizada na foramac¢ao do intermediario 7-
cloratriptofano na biossintesse de rebecamicina (YEH et al., 2005).

A maioria das bactérias que produzem compostos halogenados apresenta
halogenases do grupo das flavino-dependentes ou ndo heme ferro-dependentes (VAN
PEE; PATALLO, 2006). Algumas enzimas pertencentes a esta familia ja apresentam
sua estrutura cristalografica resolvida, como para PrnA e a RebH, responsaveis pela
adi¢do de atomos de cloro nos compostos pirrolnitrina e rebeccamicina (DONG et al.,
2005); (BITTO et al., 2008). Essas proteinas sdo diméricas e cada mondmero apresenta
uma regiao de ligacdo de flavina no N-terminal com homologia as monooxigenases e
uma regido de reconhecimento de substrato no C-terminal (BLASIAK; DRENNAN,
2009). (Figura 7).

Figura 7. Estrutura de uma flavina dependente clorohalogenase (PrnA). A molécula de
FAD e o 7-clorotriptofano (produto desta enzima) ¢ mostrado em stick, a molécula de
cloro ¢ mostrado como uma esfera rosa. O dominio de reconhecimento da flavina esta
em salmao e o dominio de reconhecimento do substrato em azul (DONG et al., 2005).
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1.2.2.4 Halogenase Oxigénio-Dependente: Ndo-Heme Ferro-Dependente

A atividade de uma halogenase dependente do ferro nao-heme foi encontrada
pela primeira vez por Vaillancourt em 2005. No sequenciamento de varios clusters de
produtores de compostos naturais halogenados, ndo foram identificados halogenases
FADH;-dependentes e as moléculas halogenadas encontradas continham ligagdes C-Cl
em carbonos alifaticos localizados em posi¢des afastadas dos grupos ativadores. O ferro
pode ser encontrado em centros cataliticos, como ¢ o caso dos haloperoxidases heme-
dependentes ou heme-monooxigenases, exemplificados pelo citocromo P450; contudo
enzimas nao-heme ferro-dependentes que descarboxilam o co-substrato a-cetoglutarato
sdo frequentemente encontrados em oxigenases microbianas. O segundo grupo das
enzimas dependentes de O; sdo enzimas de ndo-heme ferro-dependentes de a-
cetoglutarato. (CHANG; BUMPUS, 2001; VAILLANCOURT et al., 2006).

A primeira halogenase Fe?" ndo-heme dependente a ter sua estrutura cristalina
resolvida foi a SyrB2, obtida de Pseudomonas syringae. O Fe (II) esta ligado a dois
residuos de histidina e a um terceiro residuo portador de um grupo carboxilato, que
pode ser aspartato ou glutamato. Esta estrutura ¢ conservada em todas as oxigenases
ferro ndo-hémicos (FLASHMAN; SCHOFIELD, 2007).

No mecanismo catalitico (Figura 8), o ferro exclui a molécula de agua, deixando
uma posicao de coordenacao livre; possibilitando a ligacdo do oxigénio molecular, nesta
posicio livre, ao Fe' ; o que leva a desencadear a descarboxilagdo do a-cetoglutarato
complexado, originando a formagdo do complexo Fe'V=0. Esta espécie ¢ a chave do
mecanismo (KULIK et al., 2009). Este intermediario abstrai um atomo de hidrogénio do
substrato criando um radical carbono-centrado que vai recuperar este radical com um
halogénio ou invés de uma hidroxila. Desta maneira, ocorre preferencialmente uma
halogenacdo a uma hidroxilagdo, e tal seletividade ¢ alcangcada devido ao
posicionamento do cloro ao subtrato mais proximo bem como o potencial redox inferior

de um radical cloro em oposi¢do a um radical hidroxido (BLASIAK et al., 2006).
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Figura 8. Mecanismo de agdo de halogenase nao-heme ferro-dependente (Adpatado de
(VAILLANCOURT et al., 20006).

1.2.2.5 Halogenases Nucleofilicas

Todas as halogenases nucleéfilicas conhecidas, utilizam S-adenosil-metionina
(SAM) como substrato eletrofilico no qual os halogénios (F, Br, Cl, I) atuam como
nucledfilo. Duas classes sdo conhecidas: metil-haleto-transferses e fluorinasese e
clorinase. A classe metil-haleto-transferase ou simplesmente metiltransferases,
responsaveis por transferir o grupo metil do (SAM) para um ion cloreto, brometo ou
iodeto (Figura 9). Esta classe encontra-se amplamente distribuida em plantas e
microrganismos, € tem sido habitualmente utilizadas para fumigag¢ao do solo (cloreto de
metila e brometo de metila, descobertos pela primeira vez por (WUOSMAA; HAGER,
1990). Alguns destas enzimas sdo bastante instdveis, tornando, deste modo, a sua
purificacdo e caracterizagdo bastante dificeis. Desde a sua descoberta inicial e a
resolucdo de sua estrutura, a engenharia genética aplicada a estas enzimas tem sido
empregada pela industria, devido ao seu potencial biotecnologico. Em contraste, o
segundo tipo de halogenase nucleofilica, uma fluorinase de Streptomyces cattleya e
clorinase de Salinispora utilizam de fluoreto e cloreto, respectivamente, para atacar o
carbono 5' do SAM, fornecendo 5'-desoxi-5'-haloadenosina (Figura 10). A enzima
fluorinase também catalisa a reagdo inversa, ou seja, a quebra de ligacdo C-F. O cloreto
também pode ser utilizado por esta fluorinase, dando origem ao 5’-cloro-5-
deoxiadenosina, sendo este um raro exemplo de uma substituicdo nucleofilica biologica.
Contudo o equilibrio destas reac¢des tende para os substratos iniciais ndo-halogenados

(VAILLANCOURT et al., 20006).
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Figura 9. Reac¢do de catalise de uma metiltransferases (MURPHY et al., 2003).

HO
){Hz
o] F N
CH —
5+ . /:N F o N/_ NHZ
O N P NH2 ;,-_:'3" = ]I
|| fluorinase G - N“‘Q-/N
Nag N
HO OH
SAM 5’-fluoro-5-deoxiadenosina (5°-FDA)

Figura 10. Reacdo de catalise por um fluorinase (DENG et al., 2006).

1.3 Antibioticos Glicopeptidicos

Entre os compostos halogenados, temos também os antibidticos
glicopeptidicos (GPAs), os quais sdo essenciais para o controle de doengas infecciosas
causadas por bactérias patogénicas Gram-positivas, principalmente estafilococas
resistentes a meticilina (MRSA). Trés GPAs estdo em uso clinico atualmente: os
produtos naturais vancomicina e teicoplanina, e a droga semi-sintética telavancina
(Vibativ) aprovado em 2009 pela Food and Drug Administration (FDA) (YIM et al.,
2014). A vancomicina foi o primeiro glicopeptideo a ser descoberto em 1953, obtida da
cepa de Amycolatopsis orientalis encontradas em uma amostra de solo. Segundo a
etimologia da palavra, vancomicina deriva de “Vanquish” que significa vencer, superar,
conter, dominar. Ela foi introduzida no mercado cinco anos mais tarde, pela companhia

farmacéutica Eli Lilly e desde entdo, tem sido um pilar para o tratamento de infecg¢des
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graves causadas por bactérias Gram-positivas (LEVINE, 2006). Inicialmente,
vancomicina era usada de modo brando devido a eficacia de outros antibioticos, como
os [-lactdmicos semi-sintéticos, e também por causa dos efeitos colaterais adversos
devido a contaminantes presentes em preparagdes de vancomicina, uma vez que a
obtenc¢do da droga numa forma altamente purificada ainda era dificil de se obter. Com o
passar dos anos, melhoras foram obtidas na etapa de purificagdo e houve um elevado
aumento da prevaléncia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Assim no
final dos anos 70 houve um aumento exponencial no uso e dependéncia de
vancomicina. Na Europa, o antibiotico lipoglicopeptideo (LGPA) teicoplanina A2
purificado de Actinoplanes teichomyceticus também foi introduzido para uso clinico em
meados dos anos 1980. Teicoplanina mostrou atividade antibidtica comparavel no
espectro de vancomicina, mas com uma atividade superior para enterococos € outros
organismos. E foi no final dos anos 80, que se registrou o aparecimento das primeiras
cepas de enterococos resistentes a vancomicina, 0 que veio como uma surpresa para a
comunidade clinica que cada vez mais utilizava GPAs para tratar doencas infecciosas
(KIRST; THOMPSON; NICAS, 1998; WILLIAMS, A. H.; GRUNEBERG, 1984).

Os antibidticos glicopeptidicos interferem no metabolismo de construgdo
da parede celular das bactérias. Para isso, ligam-se na por¢ao terminal D-Ala-D-Ala de
um pentapeptideo encontrado em precursores de peptidoglicano, interferindo na etapa
de transglicosilagdo e subsequente transpeptidacdo, inibindo a formagdo da parede

celular bacteriana (COURVALIN, 2006).

1.3.1 Classificacdos dos Antibidticos Glicopeptidicos

Quimicamente, os antibidticos glicopeptideos sdo moléculas complexas
constituidas de um nucleo heptapeptidico (aglicone) que ¢ caracterizado pelos
extensivos cross linkings das cadeias laterais aromaticas e decorado com diferentes
glicosilagdes, acilacdes e halogenacdes (NAGARAJAN, 1993). Entretanto, com base
em sua estrutura quimica, os antibidticos glicopeptidicos podem ser classificados em 4
diferentes grupos (LANCINI, 1989). Trés grupos sao distinguidos pela variacdo dos
residuos de aminoacido que formam o N-terminal do centro peptidico € um quarto
grupo pode ser distinguido como um grupo a parte, devido a presenca de um 4acido

graxo ndo comum aos outros grupos (NAGARAJAN, 1993). Os antibioticos do grupo I,
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que incluem a vancomicina, apresentam dois aminoacidos alifaticos na posi¢cao 1 ¢ 3 do
peptideo central; os do grupo II, representado pela avoparcina, apresentam dois residuos
aromaticos; os do grupo III, na qual a ristocetina ¢ um membro, apesar de apresentarem
dois residuos aromaticos na posi¢ao 1 e 3 sdo diferentes do grupo II por apresentam
uma ligacao do tipo éter juntando esses aminoacidos; o grupo IV ou teicoplaninas, pode
ser considerado um subgrupo do grupo III, uma vez que a Unica diferenga ¢ a presenga
de um 4cido graxo ligado a um aminoagucar (NAGARAJAN, 1993); STROHL, 1997).
(NICOLAOU et al., 1999). Alguns autores mencionam ainda que os antibioticos
glicopeptideos podem apresentar um grupo V, que seria representado principalmente
pela complestatina, por apresentar um triptofano ligado ao aminodcido central (Figura

11).
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Figura 11. Os cinco diferentes grupos de antibidticos glicopeptidicos. Os retdngulos em
azul na vancomicina e avoparcina mostram as posicoes dos residuos 1 e 3 que sdo
diferentes entre o grupo I e II. Os circulos em vermelho mostram a ligagdo éter entre os
residuos 1 e 3, que sd@o aromaticos na ristocetina (grupo III) e teicoplanina (grupo IV) e
o circulo em verde mostra a presenca da cadeia alifatica na teicoplanina (grupo IV). O
retangulo em verde na complestatina mostra a presenca de um triptofano ligado ao
aminoacido central.
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Os estudos realizados por Harris et al., 1985 mostram que compostos da
vancomincina monoclorados ou declorados apresetam uma afinidade consideravelmente
reduzida na ligacdo com o peptideo D-Ala-D-Ala da parede celular microbiana e
conseqiientemente uma perda de atividade de mais de 70% contra S. aureus.

Entretanto, sabe-se que as halogenases presentes nos clusters génicos da
biossintese de antibioticos glicopeptidicos nao contém a triade formada por Asp-His-Ser
que sdo freqiientemente encontradas nas ndo-heme halogenases sugestionando que ela
pode ter um novo mecanismo para sua atividade enzimatica. Além disso, a seqii€ncia da
ComH (relacionada com a biossintese da complestatina) mostra que ela tem
similaridade com epoxidases que faz sugestionar que talvez ela mimetiza o0 mecanismo

desta enzima (CHIU et al., 2001).

1.3.2 Biossintese dos glicopeptideos

Muitos clusters génicos de glicopeptideos, quase uma dlzia, ja foram
sequenciados e caracterizados nos ultimos 15 anos. Destes, mais da metade foram
publicados em anos recentes, sao eles: balhimicina (bal), cloroeremomicina (cep),
vancomicina (vps), A40926 (dby), A47934 (sta), teicoplamina (tcp/tei) pekiscomicina
(pek) e UK-68597 (auk) (YIM et al., 2014).

Uma visdo abrangente sobre a biossintese de glicopeptideos ¢ possivel
combinando o conhecimento sobre a biossintese balhimicina, onde quase todas as
etapas biossintéticas foram elucidadas, com o conhecimento das reagdes especificas
analisadas em outros produtores (STEGMANN; FRASCH; WOHLLEBEN, 2010).

A biossintese de antibioticos glicopeptidicos pode ser divida em trés etapas:

1. Fornecimento de blocos de construgdo basicos por especificas vias de
biossintese.

2. Ligacao de blocos de construcao: interligagdo das cadeias laterais aromaticas e
halogenacdo, todas realizadas provavelmente por um complexo multi
enzimatico.

3. Modificagao do heptapeptido por glicosiltransferases e metiltransferase e, no
caso de glicopeptideos tipo IV, adicionalmente, por aciltransferases e,

eventualmente, por sulfotransferases.
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Todos os genes necessarios para a sintese de aminoacidos ndo-proteinogénicos (3 -
Hidroxitirosina [B-HT], (S)-3,5-dihidroxifenilglicina [Dpg] e L-p-hidroxifenilglicina
[Hpg]) estao localizados no cluster. O precursor de B-HT ¢ a tirosina, carregada no
modulo da peptideo sintetase, a qual ¢ subsequentemente hidroxilada por uma mono-
oxigenase (OxyD). Finalmente, uma perhidrolase catalisa a liberacdo de B-HT a partir
do moédulo de peptideo sintetase. A atividade destas enzimas foi comprovada com a
inativacdo da peptideo sintetase e verificacdo da auséncia de B-Ht e posterior
suplementagdo em A. balhimicina, com retorno da produg¢do de balhimicina
(MULYANT et al., 2010; PUK et al., 2004).

Hpg ¢ um derivado de hidroxifenilpiruvato. Na biossintese de cloroeremomicina,
produzida por A. orientalis, trés enzimas (4cido p-hidroximandélico sintase,
hidroximandelato oxidase e aminotransferase) sao necessarias para esta conversao de
hidroxifilpiruvato em Hpg (HUBBARD; THOMAS; WALSH, 2000). O aminoacido
ndo-proteinogénico Dpg ¢ sintetizado através de um mecanismo da policetideo-sintase
(PKSIII). Quatro genes, que formam um operon (dpgABCD), sdo requeridos para
fornecer Dpg. Quando o gene dpgA foi inativado, ndo foi possivel observar a produgao
de balhimicina. Andlises revelaram que DpgA utiliza apenas malonil-CoA como
substrato para sintetizar acido 3,5-di-hidroxifenilacético. O ultimo passo na via de
producdo de Dpg ¢ a transaminagdo, assim como na producdo de Hpg (PFEIFER et al.,
2001).

Posteriormente, os aminodcidos nao-proteinogénicos (Hpg, Dpg e B-Ht) e os
aminoacidos proteinogénicos (Tyr, Leu, Asn, Ala e Glu) sdo ligados por um conjunto
especifico de enzimas (NRPS) de modo a constituir uma sequéncia de peptideos,
chamado de heptapepitideo. O heptapepitideo de antibidticos glicopeptideos ¢
sintetizado pela Peptideo Sitetase Nao-Ribossomal (NRPS, do inglés nonribosomal
peptide synthetase). O complexo enzimatico NRPS ¢é multimodular e as enzimas
trabalham montando os aminoicidos como uma linha de produgdo. Cada unidade
funcional, ou seja, cada modulo corresponderd a um aminoécido. A sequéncia primaria
de peptideo ¢ ditada pela ordem dos moddulos da NRPS. Cada médulo NRPS pode
codificar varios dominios. Isto inclui, mas ndo estd limitado, os dominios de
condensacgdo (C), adenilagdo (A), de tiolagdao (T), também conhecida como proteina
carreadora peptidil (PCP), epimerizacdo (E) e tioesterase (TE). Dominios C, A e T sdo
essenciais em cada modulo, ao passo que um unico dominio, tioesterase, finaliza a

sintese e cliva a cadeia peptidica a partir da montagem pela NRPS. Dominios de
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adenilacdo sdo responsaveis pelo reconhecimento e ativagdo do substrato, e
consequentemente a sua sequéncia ¢ usada para prever o aminoacido codificado pelo
modulo correspondente (MARAHIEL; ESSEN, 2009); (HAHN; STACHELHAUS,
2006). Todos os intermedidrios da linha de montagem das NRPS formam uma ligagao
tioéster com o brago 4-fosfopanteteina da PCP. O dominio de condensagdo catalisa a
formagao da ligagdo peptidica entre dois intermediarios ligados a PCP adjacentes. O
dominio epimerase converte a estereoquimica dos aminoacidos a partir de L- a uma
mistura de D- e L- por desprotonacdo e reprotonagdo do a-carbono, quando estd
interligado ao dominio PCP. O dominio condensagdo ¢ especifico para um
estereoisomero (MARAHIEL; ESSEN, 2009).

Enquanto o peptideo estd covalentemente ligado ao dominio PCP da NRPS,
crosslinks oxidativos acorrem. Trés genes de oxigenase (chamados oxyA / B/ C em A.
balhimycina) sdo encontrados e as sequéncias sdo similares as P450 monooxigenases.
Estudos tém demonstrado que a inativagdo das enzimas OxyA-C estdo envolvidos nas
trés etapas de conversdo do precursor em uma aglicona linear ciclizado de cadeia lateral,
o primeiro intermediario biologico ativo. Os substratos das oxigenases sdo
intermediarios que estdo vinculados as NRPS: OxyB catalisa o fechamento do anel
diariléter. Em seguida, OxyA catalisa a segunda ciclizacdo. OxyC finaliza o anel
diariléter (GEIB et al., 2008; STEGMANN et al., 2006; ZERBE et al., 2004).

Os glicopeptideos apresentam diferentes padrdes de cloragdo. A halogenagdo foi
estudada principalmente na biossintese de balhimicina, que ¢ clorada em ambos
residuos B-Ht. A inativagdo do gene de bhaA levou a produgdo de desclorobalhimicina
indicando que a halogenase FADH>-dependente era responsavel pela cloracdo de ambos
os B-Ht. A partir da ocorréncia de intermedidrios clorados de balhimicina produzidos
por mutantes de A. balhimycina concluiu-se que os substratos das halogenases sdo
intermediarios, os quais estdo ligados a NRPS. Assim, as etapas centrais da biossintese
de glicopeptideos sdo provavelmente catalisadas por um complexo multi-enzimatico
que consiste em NRPS, oxigenases e halogenase. Outros clusters da biossintese de
glicopeptideos demonstraram apresentar uma ou duas halogenases o que corresponde
para um estrutura com 1 a 4 cloros. Clusters com uma halogenase sdo comumente
clorados em Bht6 e Tyr/Bht2, enquanto clusters com duas halogenases sao observados
halogénios em Hpgl, Dpg3 ou HpgS (composto A47349 e UK-68597) sugerindo que
possa ser predito uma halogenagdo especifica por cada halogenase (WOHLLEBEN;
STEGMANN; SUSSMUTH, 2009); (STEGMANN et al., 2010).

40



O heptapeptideo resultante dos crosslinks, em fase final, pode sofrer a¢do das
enzimas glicosiltranferases, aciltransferases, sulfotransferases e metiltransferases. O
cluster biossintético de balhimicina contem trés genes que correspondem a
glicosiltransferases bgtfA/B/C. Foi comprovado, através de analises mutacionais, que a
glicosilagdo ocorre em uma ordem indefinida. As alteragdes provenientes das acdes
destes grupos de enzimas podem influenciar nas propriedades bioldgicas, solubilidade,
dimerizacdo, inducdo de resisténcia, etc. (WOHLLEBEN et al., 2009); (TRUMAN et
al., 2009).

1.4 Biossintese combinatorial aplicada a glicopeptideos

A biossintese combinatdria envolve a engenharia genética das vias biossintéticas
naturais para a produg¢do de novos compostos usando a maquinaria biossintética
existente em cada organismo, especialmente para obtencdo de antibidticos derivados
policetideos e peptideos ndo ribossomais (WRIGHT; SUTHERLAND, 2007).

A complexidade estrutural dos produtos naturais, em muitos casos, faz com que
seja dificil produzir analogos com atividades medicinais melhoradas. Em contraste, a
biossintese combinatorial explora a promiscuidade de substratos e emprega enzimas e
vias modificadas para produzir novos produtos "ndo naturais”, ampliando
substancialmente a diversidade estrutural de produtos naturais com potencial de valor
farmacéutico. Existem trés vantagens da biossintese combinatorial para a descoberta de
medicamentos. Em primeiro lugar, ela ajuda a enriquecer a originalidade e a diversidade
de produtos naturais, o que potencialmente melhora as suas caracteristicas bioldgicas.
Em segundo lugar, oferece uma forma ambientalmente amigavel para produzir analogos
de produtos naturais, enquanto a sintese quimica geralmente envolve multiplos passos
de reagdes de prote¢dao/desprotecao, condigdes adversas, solventes organicos toxicos €
residuos de subprodutos. Em terceiro lugar, através da biossintese combinatorial, a
expressdo heterdloga pode se tornar mais eficiente em alguns hospedeiros
geneticamente maledveis levando a um aumento de quantidade do composto,
eventualmente resultando em drogas menos caras (SUN et al., 2015).

Em 1985 Hopwood clonou os genes biossintéticos do antibidtico actinorodina de
Streptomyces coelicolor nos microrganismos produtores de medermicina e di-

hidrogranaticina, respectivamente. O actinomiceto Streptomyces sp. AM-7161
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modificado geneticamente produziu, além de medermicina, grandes quantidades de uma
nova substincia mederorrodina, a qual contém um grupo hidroxila adicional
caracteristico da actinorodina. Ja o Streptomyces violaceoruber Tii 22, modificado para
produzir di-hidrogranaticina, produziu uma nova substancia, di-hidrogranatirodina,
preservando as configuracdes dos precursores nos estereocentros da nova molécula.
Este trabalho representa a primeira utilizagdo do conceito de biossintese combinatorial
de produtos naturais e abriu uma nova perspectiva para a diversificagdo estrutural de
produtos naturais de interesse (HOPWOOD et al., 1985).

Outro exemplo mais recente de sucesso para a biossintese combinatorial foi o
trabalho elaborado por (BALTZ et al., 2006), cuja manipulagdo genética das vias
biossintéticas de Streptomyces roseosporus, produtor da daptomicina, originou uma
plataforma robusta com mais de 60 novos antibidticos lipopetidicos, os quais seriam
dificilmente obtidos por sintese quimica.

Antibioticos glicopeptidicos oferecerem, em particular, uma excelente
oportunidade para expansdo quimica através da biossintese combinatorial, pois as rotas
bissintéticas sao conhecidas e eles possuem esqueleto estrutural conservado, além de
uma ampla diversidade enzimatica necessaria para sintese dos antibioticos as quais
podem ser utilizadas para obten¢do de novos derivados (THAKER; WRIGHT, 2015).
Os clusters de glicopeptideos sequenciados até o0 momento revelam a presenca de uma
ou duas halogenases. Das halogenagdes que ocorrem em glicopeptideos, a cloronacao ¢
a mais prevalente. Ela influencia na transmissdo de estabilidade a molécula durante a
fase de montagem e também na dimeriza¢do intramolecular de glicopeptideos em
solugao.

O antibidtico A47934 (Figura 12), um glicopeptidio produzido por Streptomyces
toyocaensis possui modificagdes na estrutura do antibidtico que sdo decorrentes de duas
halogenases e transferases ativas. Entretanto, essas halogenases identificadas no cluster
génico parecem adicionar trés substituintes de cloro para os aminoacidos aromaticos do
composto. Este antibidtico, que tem uma estrutura peptidica idéntica a teicoplanina,
porém ¢ sulfonado no N-terminal do residuo de p-hidroxifenilglicina e nio ¢
glicosilado. O espectro biologico de A47934 ¢ semelhante ao de outro glicopéptideos e
inclui atividade contra bactérias aerdbicas e anaerdbicas Gram-positivas. Os dois genes
previstos para produzir as halogenases em seu grupo de genes sao nomeados stal e stak.
A halogenase Stal ¢ homologa a ORF10 e BhaA de biossintese de cloroeremomicina e

balhimicina, respectivamente (PUK et al, 2002). Assim, acredita-se que a Stal deve ter
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uma funcao similar na biossintese A47934, que catalisa a adigdo de substituintes de
cloro para as posicdes 2 e 6 do peptideo intermediario. Experimentos genéticos indicam
que PB-hidroxitirosina ndo ¢ um substrato para as halogenases livres e, portanto, a
halogenagdo deve ocorrer na cadeia peptidica em crescimento, ou seja, sobre 0s
intermediarios peptidicos ligados a tioésteres com o dominio PCP da peptideo sintase
nao-ribossomal (NRPS) (PUK et al., 2004). No entanto, a temporizagao dos passos de
halogenagdo para a biossintese de glicopeptideos ndo tém até agora sido definidos. StaK
também ¢ inferida ser uma halogenase, embora a sua semelhanga com outras
halogenases do cluster génico da biossintese de glicopeptideos ¢ muito menor (63%) do
que a Stal (88%). Assim, acredita-se que a StaK pode halogenar a posicdo 5 do
heptaptideo, que ndo é comum para os outros glicopeptideos. No entanto, ndo existe
qualquer evidéncia da especificidade das halogenases Stal e StaK, ou mesmo se as duas
enzimas sdo necessarias para a halogenagdo do intermediario do A47934.

O emprego da técnica de biossintese combinatorial pode gerar uma boa
expectativa na descoberta de novos antibidticos, porém uma das limitagdes desse
método ¢ que o hospedeiro pode nido expressar o fragmento de DNA incorporado, ou
entdo, as vias metabolicas concorrentes podem desviar preciosos precursores. Outras
dificuldades estdo relacionadas a imprevisivel especificidade do substrato, eficiéncia
funcional das enzimas de producao, desconhecida especificidade do sistema de efluxo e
o potencial de geracdo de compostos toxicos incapazes de serem evitados (COATES;
HU, 2007). Grandes esforcos tém sido feitos no campo da descoberta de drogas, no
entanto, a produgdo de novos compostos ainda ¢ um grande desafio. A biossintese
combinatdria ¢, sem divida, uma importante ferramenta a ser explorada para obtengao

de produtos naturais.
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Figura 12. Estrutura do antibidtico A 47934. Setas indicam catélise pelas halogenases
Stal e StaK. (Adaptado de POOTOOLAL et al., 2002).
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2 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo iniciar estudos funcionais e estruturais sobre
halogeneses relacionadas com a produgao de antibioticos.
Para isso, os objetivos especificos do trabalho foram:
- clonar, expressar e purificar 4 halogenases relacionadas com a biossintese de
antibioticos glicopeptidicos:
= ComH, halogenase relacionada com a biossintese da
complestatina em Streptomyces lavendulae;
= Orf8*, halogenase relacionada com a biossintese de teicoplanina
em Actinoplanes teichomyceticus;
= StaK e Stal, halogenases relacionadas com a biossintese do

composto A49734 em Streptomyces toyocaensis;

-obter informacgdes espectroscopicas ¢ sobre o estado de oligomeriza¢ao das
amostras destas enzimas;

-realizar testes de cristalizacao para obtengao de estruturas tridimensionais;

-realizar modelagem para obtencao de insights sobre suas especificidades;

-realizar estudos funcionais preliminares para validagdo da fungao das mesmas.

Através de uma Bolsa de Estdgio em Pesquisa no Exterior (BEPE), obter
treinamento em técnicas de biologia molecular e genética de Streptomyces, associados a
biossintese combinatorial, realizando ensaios de complementacdo para halogenases
StaK e Stal a fim de investigar a atuacdo destas em diferentes microrganismos
produtores de glicopeptideos:

-Amycolatopsis orientalis, produtor de vancomicina
-Actinoplanes teichomyceticus, produtor de teicoplamina

-Amycolatopsis sp. MJM258, produtor de ristocetina
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3 Materiais e Métodos

3.1 Obtencodes de cepas, purificacao de DNA genOmico e
clonagem de halogenases dos clusters génicos de antibidticos

glicopeptidicos (Stal, StaK, Orf8* e ComH)

O organismo Streptomyces toyocaensis NRRL 15009, foi adquirido da colegao
ARS (NRRL). O organismo Actinoplanes teichomyceticus, organismo produtor da
teicoplanina foi obtido pelo laboratério do Prof. Peter Leadlay — University of
Cambridge —UK e um gene sintético para a ComH foi obtido junto a empresa GenScript
(USA) clonada no plasmideo pUC57.

S. toyocaensis foi crescido em 100 mL de meio liquido TSB (tryptone soya broth)
durante aproximadamente 5 dias e posteriormente peletado e armazenados a -20°C para
a extragdo do DNA gendmico, que foi efetuado utilizando o kit de extragdo de DNA
gendmico da Promega de acordo com as instrugdes do fabricante. A reagdo de PCR foi
realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler®, empregando-se um volume total
de 50 pl. Foram utilizadas as DNA polimerases Hi-Fidelity (Life Technologies), PFX50
(Invitrogen) e Herculase (Promega). As amostras foram preparadas de acordo com o
protocolo do fabricante, porém com a adi¢ao de 10% de DMSO.

Para a amplificacdo dos genes stal e staK da biossintese do composto A47934 e
do gene orf8* da biossintese de teicoplanina foram desenhados primers para a clonagem
tanto em pET28a(+), bem como em pET20a(+) para a variagdo da posicao da cauda de
histidina. Os primers podem ser observados abaixo com os sitios em negrito sendo
referentes aos sitios de clivagem para as enzimas de restri¢ao.
stal NdeIATCGATCGCATATGGACGGCTTGAGCGGCGATCCGTTGC
stal Xhol p28 ATCGCTCGAGTCATCCACGGTAGGGAAGCCACTTCATCCC
stal Xhol p20ATCGCTCGAGTCCACGGTAGGGAAGCCACTTCATCCC
staK NdeIATCGATCGCATATGTCGGCAGAGACGTTCGACGTGGTCG
stak Xhol p28ATCGCTCGAGTCATCGGGCGTCCTCTCGTTCCTTCGACGC
staK_xhol p20ATCGCTCGAGTCGGGCGTCCTCTCGTTCCTTCGACGC
orf8 ndeIATCGATCGCATATGCCGGTGGAAGAGTTCGACGTGGTGG
orf8 xhol p28ATGCCTCGAGTCAGGCGGGACGGTAGGGCAGCC
Orf8 xhol 20ATGCCTCGAGGGCGGGACGGTAGGGCAGCC
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As condic¢des de amplificacao foram realizadas com uma desnaturacao inicial de
92°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos constituidos de desnaturacdo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 72°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos mais uma
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Ao final dos ciclos, a reacdo foi resfriada e
mantida a uma temperatura de 4°C.

Os produtos da reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% com 2pul de brometo de etideo (10mg/mL) e tampao TBE (10,8g Tris, 5,5g
acido borico e 4 ml EDTA 0,5M pH&8.0), sendo posteriormente visualizado sob luz UV.
Apos a andlise, e com o resultado desejado, foi realizada uma purificagdo do produto de
PCR através do Kit DNA Purification System (Promega) de acordo com as instrugdes
do fabricante.

Como para a ligacdo em pGEM-T ¢ necessario a presenga de poli-A no produto
de PCR, nos casos em que a amplificacdo foi efetuada com enzimas com atividade
proofreading, como a Herculase e Pfx50, foi realizada um passo extra, na qual o produto
de PCR purificado foi incubado a 70°C na presen¢a dATP e Tag polimerase para a
adigdo de base A ao plasmideo aberto pGEM-T. Para a ligagdo no vetor de clonagem foi
preparada uma reacdo com volume final de 10 pl, constituido por 0,5 pul pGEM-T
(Promega), 2 pul da reagdo anterior (produto de PCR purificado), 1 pl tampao 2x
concentrado T4 DNA ligase, 1 pl da enzima T4 DNA Ligase, 1 ul ATP e 4,5 ul de agua
mili-Q. Essa reagdo foi incubada overnight a temperatura ambiente.

A transformagdo do vetor com inserto foi realizada com o uso de células
competentes DHSa por choque térmico. Como controle, foi utilizado X-Gal (20 pl X-
Gal 20 mg/mL, 20ul IPTG 100mM (20 pl em 100mL de solugdo) e 60 ul de 4gua mili-
Q) nas placas para selecdo de coldnias positivas.

Os fragmentos génicos referentes a halogenases Stal, StaK, Orf8* e ComH
foram digeridos e inseridos nos vetores pET28a(+) e pET20a(+). Colonias com a
presenca do plasmideo foram obtidas, crescidas em meio liquido, os plasmideos foram
extraidos, digeridos pelas mesmas enzimas wusadas na clonagem e também
posteriormente submetidas ao sequenciamento, sendo possivel confirmar a clonagem no
vetor de expressdo e também a integridade do gene.

Inicialmente, foi realizada a transformagao e o crescimento de culturas de 10 mL
para producdo de plasmideo. Este foi entdo, digerido com as enzimas Ndel e Xhol ¢ o
fragmento génico referente ao gene comH foi clonado no pET28a(+), também

previamente digerido com as mesmas enzimas de restricdo. Colonias foram obtidas e
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posteriormente crescidas em tubos de cultura com um volume de 10 mL, que foram
extraidos também com o Kit isolamento de plasmideo da Promega. Para a confirmagao
da clonagem, uma aliquota de plasmideo foi digerida e apos a confirmagao do inserto,
outra amostra foi submetida ao seqiienciamento, no qual foi possivel confirmar a
clonagem no vetor de expressao. Optou-se por adquirir um gene sintético para
halogenase StaK, junto a empresa GenScript (USA) o qual também foi clonado em

pET28a(+), nos mesmo parametros referente a clonagem da ComH.

3.2 Expressao e Purificacdo das halogenases Stal, StaK, Orf8* e

ComH

Com a inten¢do de verificar a expressao das enzimas Stal, StaK e Orf8%*, foram
realizados testes iniciais de expressdo em erlenmeyers de 100 mL com os plasmideos
inseridos por transformagdo por choque térmico em células BL21(DE3). Estes testes
foram realizados, pois ndo ha descrito na literatura qualquer experimento de expressao
heterdloga para estas enzimas.

Para realizagdo deste teste de expressao, pré-indculos de 10 mL foram
preparados em tubos de 15 mL com uma concentracdo final de 30 ug/mL de
kanamicina. Estes 10mL foram adicionados aos erlenmeyers de 100 mL e mantidos a
37°C a 200 RPM e quando a OD 600nm atingiu valores de 0,6 a 0,8 foram adicionados
20 uL de IPGT a 1 M e a cultura foi mantida a 18°C a 200 RPM por 20 horas. Apds esse
tempo, o aliquotas de cultura foram analisadas diretamente em géis de poliacrilamida
SDS-PAGE 15% as células foram lisadas através de sonicador ultrassonico e também
utilizando BugBuster®Master Mix (Millipore). As fracdes soluveis e insoliiveis foram
separadas. Ambos os géis foram corados com Comassie blue brilhante. Para todos os
géis de SDS-PAGE feitos neste trabalho foram utilizados marcadores de peso molecular
Bio-Rad.

Testes de expressao ndo foram realizados para a enzima ComH, tdo pouco para
StaK (obtido comercialmente) devido ao gene ser sintético e otimizado para expressao
em E. coli na qual se esperava ter alta expressao.

Apos finalizacdo do teste, realizou-se uma expressdo em larga escala com as
melhores condigdes encontradas, na qual foram utilizados pré-inoculos de 250 mL de

meio de cultura LB (Luria Bertani) e posteriormente utilizou-se 50 mL desse para
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inocular frascos contendo um litro de meio LB, que foram mantidos a 37°C a 200 RPM.
Quando a OD atingiu valores de 0,6 a 0,8 foram adicionados 1 mL de IPGT a0.2 M e a
inducao foi mantida a 18°C a 200 RPM por 20 horas.

As culturas de células foram centrifugadas a 4000 rpm por 25 minutos € o
sobrenadante descartado. Adicionou-se 100 pul de PMSF, 100 pl lisozima a 10 mg/mL e
100 pul de DNAse a 1 mg/mL, ¢ o pellet foi ressuspendido. Posteriormente foi
adicionado o tampao A (50 mM Tris-HCI e 100 mM NaCl, pH 7,8) para todas as
construgdes ou C (50mM CHES e 100 mM NaCl, pH 9,0) para Stal até chegar
aproximadamente no volume final de 30 mL. Utilizou-se um sonicador ultrassonico
(Branson) por 15 minutos com pulsos de 5 segundos e intervalos de 5 segundos numa
frequéncias de 50% sob banho de gelo para lisar as células. Posteriormente os extratos
celulares foram centrifugados a 9000 rpm por 30 minutos a 4 °C.

Um Akta Purifier (General Eletric) foi utilizado para purificacao das proteinas
(FPLC- Fast Protein Liquid Chromatography). Tampao A ¢ tampao B-(50 mM Tris-
HCI, 100 mM NaCl e 0,5 M de imidazol, pH 7,8) foram utilizados para purificagao de
todas as enzimas. Ou ainda no caso da Stal, foram alternativamente utilizados os
tampdes C e D (50mM CHES e 100 mM NaCl, 500mM de imidazol, pH 9,0).
Posteriormente, com informacgdes biofisica obtidas, o tampao para Stal foi alterado para
50 mM de Fosfato de Potéssio ¢ 10% de Glicerol, a fim de se obter uma reducdo na
formagdo de agregados. As purificacdes foram realizadas em duas etapas, uma por
afinidade e outra por exclusdo molecular. Para a purifica¢do por afinidade foi utilizada
uma coluna HiTrap HP IMAC 5 ml carregada com niquel. Ap6s a injecao da amostra da
fracao soluvel do lisado celular na coluna e sua lavagem com tampao A ou C (no caso
da enzima Stal), foi realizado um gradiente linear com o tampao B ou D (no caso da
Stal) de 5 a 100%. As fragdes correspondentes aos picos foram analisadas através de gel
SDS - PAGE 15%. Como controles, também foram adicionados aos géis: pellets,
sobrenadantes, flow throughs e lavagens. Uma vez confirmada a presenca de proteina e
com a massa correta nos picos da purificagdo por afinidade, realizou-se uma
cromatografia por exclusdo molecular (gel filtracdo) utilizando uma coluna HiLoad
Superdex 200 (GE) para polimento final das amostras. A pureza das amostras também
foi checada em SDS-PAGE e o picos correspondentes as proteinas foram concentrados

e armazenados a -20 °C para realizacao dos experimentos de cristalizagdo ou biofisicos.
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3.3 Teste de Expressao das halogenases StaK e Orf8*

Foi realizado teste de expressao utilizando diferentes células competentes, sendo
elas Rosetta™, Origami (DE3) e ArcticExpress (DE3). Para realizagdo deste teste de
expressdo, pré-inoculos de 10 mL foram preparados em tubos de 15 mL com uma
concentragdo final de 30 ug/mL de canamicina. Estes foram adicionados as erlenmeyers
de 100 mL e mantidos a 37° a 200 RPM e quando a OD atingiu valores de 0,6 a 0,8
foram adicionados 20 uLL de IPGT a 1 M e a indugao foi mantido a 37° a 200 RPM por 4
horas e a 18° por 20 horas. Para célula ArcticExpress, devido ao protocolo de expressao,
a inducao foi realizada apds trés horas de incubagdo a 30°C e posteriormente mantida
13° por 24 horas. Apos esse tempo, o extrato celular foi analisado diretamente em géis
de poliacrilamida SDS-PAGE 15% ou as células foram lisadas através de sonicador
ultrassonico e as fragdes soluveis e insoliveis foram separadas. Ambos os géis foram
corados com Comassie blue brilhante. Para todos os géis de SDS-PAGE feito neste

trabalho foi utilizado marcadores de peso molecular Bio-Rad.

3.4 Western Blotting com anticorpo anti-His

As amostras foram fracionadas em SDS-PAGE, 5% e transferidas
eletroforeticamene para uma membrana de PVDF. A membrana foi incubada em
solucao de bloqueio (PBS 1X 0,01M de NaHPOg4; 0,15M de NaCl, pH 7,2; 5% leite em
p6 desnatado; 0,1% Tween® 20), por 1 hora, sob agitagdo, a 4 °C. A membrana foi
lavada com tampao TBS- T (0,1%) e a mesma solucao, foi feita uma dilui¢ao de 1:2000
do anticorpo monoclonal anti-histidina (PentaHis HRP conjugate, Qiagen Kit). A
membrana foi incubada na solugdo com anticorpo por 1 hora a temperatura ambiente e,
posteriormente, lavada com solugao tampao TBS-T (0,1%) por trés vezes, 5 minutos de
duracdo cada lavagem. A revelacdo foi realizada utilizando uma pastilha de uréia e

DAB (Diaminobenzina) dissolvida em 15 mL de 4gua desmineralizada.

3.5 Ensaios de Cristalizacao

Os ensaios de cristalizagdo foram realizados através do método de difusao de

vapor, usando gota sentada a 18°C com a proteinas nas concentragdes de 10, 20 e 30
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mg/mL, para ComH e Stal em tampao 50mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 7,8 ¢
posteriormente a 10, 20 e 30mg/ml para Stal, em tampaoS0mM CHES e 100 mM NaCl,
pH 9,0. Foram utilizadas placas de 96 pocos e as gotas foram preparadas pelo robo de
cristalizacdo Honeybee 963 (Genomic Solutions) e mantidas a 18 °C em um hotel de
placas que coletavam fotos periodicamente.

No reservatorio foram aplicados 80 pL de solucdo; na gota aplicou-se 0,4 uL de
proteina e 0,4 pL de solugdo do reservatorio. Os kits utilizados foram: Crystal Screen e
Crystal Screen 2 (Hampton Research), Wizard Screens I e II (Emerald Biosystems),
PACT (Nextal/ QUAIGEN), JCSG (Nextal/ QUAIGEN), SaltRx (Hampton Research) e
Precipitant Synergy (Emerald Biosystems).

Ensaios de cristalizagdo para proteina StaK tambem foram executados usando
tampao 50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, pH 7,8 e concentracdo 20 mg/mL, gostas de
proteina foram distribuidas pelo robd de cristalizagdo Orix4 (Douglas Instruments) em
placas de 96 pocgos contendo solugdes de cristalagdo JBScreen Family (Jena

Bioscience).

3.6 Obtencao de dados biofisicos das halogenases ComH
e Stal

3.6.1 Dicroismo Circular- CD

As medidas de dicroismo circular foram feitas em um espectropolarimetro
JASCO-J810 (Tdékio, Japao), equipado com um controlador de temperatura (Peltier
Type Control System PFD 4255, JASCO). Utilizando cubetas circulares de quartzo de
0,05cm de caminho Optico ou cubetas de quartzo retangulares com 1 cm de caminho
optico e as amostras da proteina ComH e Stal em até 10umol L'em tampio 50mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 7,8 (ComH) e 50mM CHES, 100 mM NacCl, pH 9,0 (Stal).
A deconvolugdo dos dados foi realizada pelo servidor online Dichroweb (WHITMORE;
WALLACE, 2004) utilizando o método ou algoritmo K2d.
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3.6.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

As andlises por DLS foram feitas em cubetas de quartzo (ZS2112, QS 3,0 mm,
Hellma) em equipamento DLS — Wyatt DynaPro- MS (Protein Solution, LNBio), com a
amostra protéica da ComH e Stal em concentracdo de 1mg/mL em diferentes tampdes.
As amostras foram previamente centrifugadas por 30 minutos a 10.000RPM a 4°C, e

foram realizadas 100 aquisi¢des de 5 segundos a 18°C.

3.7 Protedlise Limitada com Tripsina

A protedlise limitada foi realizada utilizando a enzima tripsina na diluigdo 1
(tripsina):100 (Stal) (p/p). A reagdo constituiu-se de um volume de solucdo proteica
correspondente a 200 pg e 1 pL da tripsina 0,2 pg/uL para que a proporcao 1:100 fosse
respeitada. Os tubos contendo as reagdes foram incubados a temperatura ambiente. A
cada 0, 2, 5, 10, 20 e 40 minutos e a cada 1:20, 3, e 24 horas foi retirado um tubo ¢ a

reacdo interrompida pela adicdo de 1 L. de PMSF.

3.8 Modelagem Molecular por Homologia

A modelagem molecular por homologia para Stal e StaK foram realizadas
utilizando o programa MODELLER (SALI; BLUNDELL, 1993). A selecdo das
estruturas (templates) para serem utilizadas como moldes para gerar modelos por
homologia as proteinas Stal e StaK se deu por uma busca utilizando a ferramenta on-
line BlastP, empregando as sequéncias da Stal e StaK contra o Protein Data Bank
(PDB). Baseado nesta busca, a estrutura proteica selecionada foi a CndH, uma
halogenase relacionada com a biossintese de condrocloreno em Mixobactéria
(BUEDENBENDER et al., 2009), como codigo do PDB 3EI1T. Para confirmar esta
identidade, um segundo alinhamento foi realizado utilizando o programa de
alinhamento on-line MultiAlin (CORPET, 1988) bem como o alinhamento multiplo de
sequéncias. Foram gerardos 10 modelos para Stal e StaK que foram validados
utilizando o programa Procheck (LASKOWSKI; MOSS; THORNTON, 1993). O

modelo que apresentou as melhores estatisticas de qualidade estereoquimca foram
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utilizados para andlise. A inspe¢ao visual dos modelos foi realizada utilizando o

programa COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004) e PyMol (DELANO, 2002).

3.9 Ensaios de complementac¢ao realizados no
laboratorio do Dr. Andrew Truman no centro de pesquisa
John Innes Centre- Norwich, UK.

3.9.1 Cepas produtoras des antibioticos

As cepas Amycolatopsis orientalis, Actinoplanes teichomyceticus e
Amycolatopsis sp. MIM2582 foram obtidas a partir de NRRL ou através da cole¢do do
John Innes Centre, UK e foram mantidas sob suspensdo contendo 20-50% de glicerol
em freezer -80°C. Para produg¢do de vancomicina, Amycolatopsis orientalis foi
primeiramente cultivado em frasco Erlenmeuyer de 50 mL contendo uma mola espiral
com 25 mL de meio contendo 1,5% de glucose, 2% extrato de batata, 1% de extrato de
levedura, 0,2% de CaCOs, 1% de licor de milho, pH 6,5, durante 2 dias em shaker a 200
rpm. Desta cultura foram utilizados 500 pL para inocular 50 mL de meio de producao
(20% de glicose, 5% de peptona, 0,75% de MgSO4, 1% de NaCl, 0,5% de KCI, 10%
solu¢do de metais). Esta cultura foi mantida em Erlenmeyer de 250 mL contendo mola
para favorecer a aeragdo, o qual foi incubado a 30 °C em shaker (200 rpm) durante 6
dias. O mesmo padriao de producdo foi mantido para outras cepas produtoras de
teicoplamina e ristocetina, com excessao dos meios de cultivos o quais foram adequados
para as necessidades de geragdo dos produtos. Para a produgdo de teicoplanina, por
Actinoplanes teichomyceticus, os meios de cultivo utilizados continham (g / L) 10g de
glicose, 4g de extrato de levedura, 4 g de peptona, 4g de KoHPO4, 2g de KH,POy4, 0,5g
de MgSO4, pH 7,2 € um outro meio de cultivo denominado E25 Médio (Método
Taurino) com 25g de glicose, 4g extrato de carne, 1g proteina de soja, 4g de peptona,
2,5g de NaCl e 5 g CaCO3. Os meios de produ¢do composto por 20g manose, 5 g de
extrato de levedura, 1,5 asparagina, 0,5 MgSQ4, 0,1g de NaCl, 0,1g de CaCl> e meio
TMI1 (Método Taurino) (30g extrato de malte, 10g de glicose, 15g proteina de soja, 5¢g
de extrato de levedura, 4g de CaCOs. O meio de cultivo adequado para a cultivo da cepa
Amycolatopsis sp. MJM2582 foi o meio GYM (Glicose Yeast Malte) utilizando 4g
Glucose, 4g de extrato de levedura, 10g de extrato de malte, 2 g de CaCO3. Para
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producdo do antibidtico ristocetina, o meio utilizado denomina-se SAM (1,5% de

glicose, 1,5% de Soytone, 0,5% de NaCl, 0,1% de CaCO3, 0,25% de glicerol, pH 6,8).

3.9.2 Complementacao com genes stal e staK de S. toyocaensis

Complementagao foi realizada utilizando o vetor plJ10257, plasmideo
integrativo utilizado para a expressdo de genes que possui promotor constitutivo
PermE*. Para conjugacdo, foram utilizadas E.coli contendo o plasmideo pUZ8002.
Amycolatopsis orientalis, Actinoplanes teichomyceticus e Amycolatopsis sp. MIM2582
exconjugantes foram selecionados através da adi¢do de 0,5 mg de 4cido nalidixico e 1
mg de apramicina em 1 mL de 4gua para cada placa de agar. Complementacgdo ocorre de
forma estavel nos genomas de Streptomyces e apenas um uUnico evento cross-over ¢

necessario (gerando cepa Apr®) para integragio do plasmideo.

3.9.3 Aquisicdo de dados LC-ESI-MS

Os espectros foram obtidos utilizando um sistema Thermo Fisher Scientific
Surveyor HPLC acoplado a um  espectrmetro de massa  Thermo
Scientific™ LCQFleet™ ion trap equipado com uma fonte de ionizagdo ESI modo
positivo. As amostras foram injetadas numa coluna Phenomenex Kinetex XB-C18 (2,1
mm X 50 mm) com uma vazao de 0,35 ml min-1, com deteccao UV a 280 nm. A elui¢ao
foi realizada com um gradiente linear de 5% CH3CN em agua + 0,1% de acido féormico

a 95% de CH3CN ao longo de 10 minutos.

4 Resultados e Discussao

Os genes (stal, staK ¢ Orf8*) referentes as trés halogenases foram amplificados
com sucesso, utilizando uma temperatura de melting a 72 °C e adicionando 10% de
DMSO. Foi obtido maior sucesso na amplificacdo com a utilizacdo da enzima Taq

polimerase de alta fidelidade (HI-FI) (Life Technologies). Além disso, esta enzima
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apresenta a vantagem de adicionar a cauda poli-A necessaria para a subclonagem no

sistema pGEM-T (Promega) (Figura 13).

Figura 13. PCR para amplificagdo dos genes correspondentes a A) orf8* (1, 2), B) staK
(1 e2)estal (3, 4). M, marcador de peso molecular BioRad 1Kb (300 — 10.000bp).

Apds a clonagem neste sistema e a selecdo de colonias brancas, essas foram
crescidas para extragdo do plasmideo que foi digerido com as enzimas de restricdo
especificas mostradas no nome dos primers descritos nos Materiais ¢ Métodos (item
3.1) com os sitios de restri¢do em negrito (as enzimas utilizadas foram Ndel e Xhol). O
gene digerido a partir do pGEM-T foi inserido com sucesso nos vetores de expressao
pET28a(+) e pET20a(+). Para confirmagdo da insercdo do gene de interesse, colonias
foram triadas através do método de PCR de colonia na qual todas as colonias escolhidas
foram positivas para o inserto (Figura 14), e posteriormente a integridade do gene foi

checada através de seqlienciamento.

1 23 456 7891011
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Figura 14. PCR para confirmagdo da clonagem dos genes orf8*, stal, e staK. 1,
marcador de peso molecular BioRad 1Kb (300 — 10.000bp)., 2, orf8* clonada em
pET28a(+), 3, controle para orf8*, 4, stal clonada em pET28a(+), 5, stal clonada em
pET20a, 6, stal controle, 7, staK clonada em pET20a(+), 8, staK clonada em pET20a, 9,
staK clonada em pET28a(+), 10, staK clonada em pET28a(+), 11, staK controle.

4.1 Expressao inicial das halogenases Stal, StaK e Orf8 em

pET28a

Um teste de expressdo foi realizado para Stal, StaK e Orf8* e apos as células
serem lisadas, foi possivel observar em gel de poliacrilamida 15% (Figura 15) as fra¢des

soluveis e insoluveis.
1 2 3 4 5 6 7

50 KD —» 2 D

37KD—»

Figura 15.Expressdo das enzimas halogenases 1, marcador de peso molecular de 250
kD (10 — 250KD) (Bio-Rad), 2, Orf8* lisado, 3, Orf8* pellet, 4, StaK lisado, 5, StaK,
pellet, 6, Stal lisado, 7, Stal, pellet

Apesar da baixa expressdo e de ndo termos preparado controles na auséncia de
indugdo, podemos inferir que houve expressdao da enzima Stal (colunas 6-7 da figura
15), baseado pelo peso molecular das bandas, e pelo diferente perfil comparado com as
outras construgdes. Entretanto a enzima Stal apresentou uma larga expressdo na fragado
insoluvel, porém pode se observar que houve alguma expressdo na fragao solavel. Com
relacdo a enzima Orf8* e StaK, apesar de apresentar uma banda corresponde ao seu
peso molecular (Orf8* 54KD e StaK 46 KD) , ndo houve uma expressao significativa, e
facilmente pode ser confundida com outras proteinas, mostrando resultados

inconclusivos.
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4.2 Expressao e Purificagdo das proteinas ComH, Stal e StaK e

visualizacao em Western Blotting.

Com intuito de obter uma concentracao satisfatéria das halogenases ComH, Stal
e StaK, foram realizadas expressoes em grande escala (8L de meio LB) e tentativas de
purificacdo por afinidade (FPLC) utilizando a coluna His-Trap IMAC 5ml carregada
com niquel e posterior exclusdo molecular.

Através dos cromatogramas foi possivel observar os picos, referentes as
proteinas que foram eluidas a uma baixa concentragdo de imidazol (25 mM--155 mM).
Para a enzima ComH a elui¢do comegou com 5% de tampao B, ou seja 25 mM de
imidazol (Figura 16). As fragdes soluveis, insoliveis e os respectivos picos foram
analisados em gel de SDS-PAGE 15% onde foi possivel observar a pureza e expressao

da enzima ComH com sucesso (Figura 17).

mAL

Figura 16. Cromatograma obtido para a enzima ComH. Em vermelho as fracdes
coletadas. Foram utilizadas como amostras para a analise em SDS-Page 15% as fracdes
5,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15; em verde a concentragdao do tampao B; em azul a
absorbéncia a 280 nm.
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Figura 17. Gel SDS-Page 15% contendo amostras da ComH(1-7) M- marcador de 250
kD (10 -250kD) (Bio-Rad), 1- Sobrenadante, 2- pellet, 3- flow through, 4 a 14- amostras
da ComH referente as fragdes 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 respectivamente; Seta
indica expressao da halogenase com tamanho aproximado de S0Kd.

Pela andlise do gel SDS-PAGEda purificacdo por afinidade ¢ possivel
observar uma banda por volta de 50kD que ¢ referente a enzima ComH (Figura 17).
Entretanto, no cromatograma obtido da exclusdo molecular (Figura 18) foram
observados quatro picos de absorbancia, sendo que o terceiro pico apresenta a
absorbancia mais alta (por volta de 1200 mAU). A andlise em SDS-PAGE 15% (Figura
19) indica que a ComH estava predominantemente no pico 1 e 3. Além disso, pode-se
observar uma alta pureza da amostra de proteina obtida apds o passo de purificagdo por
exclusao molecular. Entretanto, o primeiro pico indica que uma parcela da enzima pode
estar agregada. Isso pode ter ocorrido devido a alta concentracdo de enzima que foi
injetada no sistema de purificagdo, a degradacdo da molécula de FAD que ¢ co-
purificada com a enzima ou uma propria tendéncia natural da enzima. Assim, foi
realizada uma série de experimentos na tentativa de melhorar a qualidade da enzima e
em purificagdes futuras, alguns agentes, como detergentes, glicerol ou agentes redutores
foram utilizados a fim de se contornar tal comportamento. Todavia, como grande parte
da enzima ainda ndo estava agregada, isso permitiu a continuacao da préxima etapa do

estudo, que seria a tentativa de cristalizacdo da mesma.
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Figura 18. Cromatograma obtido da purificagdo por exclusdo molecular da enzima
ComH.

M I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

T5KD —p

I e w—— -
37KD e

Figura 19. Gel SDS-Page 15% contendo amostras das fragdes da purificagao por
exclusdo molecular da enzima ComH referente as fracdes dos picos na figura 7. M-
marcador de peso molecular 250kD (10-250kD) (Bio-Rad), 1 a 11 fragdes 2, 4, 6, 13,
15,19, 21, 23, 25, 28, 30, 32.

Durante a purificacdo da enzima Stal (56 KD), foi possivel observar que o perfil

cromatografico da purificacdo por gradiente de imidazol apresenta um pico que elui por
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volta de 60mM de imidazol (Figura 20), que pdde posteriormente ser confirmado ser a

Stal por SDS-PAGE 15% como mostrado na Figura 21.

: Saiig Y i : : I
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Figura 20. Cromatograma da proteina Stal. Em azul a absorbancia a 280nm; em
vermelho as fragdes coletadas pelo sistema de purificacdo de proteinas; em verde
concentra¢do de tampao B (com imidazol).
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Figura 21. Gel SDS-Page 15% contendo amostras da Stal (4-10) M- marcador de 1 kD
(Bio-Rad), 1- lisado e 8- pellet, 2 —pellet , 3- flow through, 4 e 10- amostras da Stal
referente as fracdes 3,5, 7,9, 11, 13.

As fragdes referentes ao pico observado no cromatograma da Figura 20 foram
concentradas e aplicadas em uma coluna de filtracdo em gel (16/200). Pela anélise do
cromatograma (Figura 22) foram observados trés picos principais. Para confirmar a
pureza da amostra e verificar se os trés picos sao referentes a Stal, um gel SDS-PAGE

15% com as fragdes referentes a estes picos foi preparado (Figura 23). Pela andlise deste
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gel, pdde-se confirmar que o primeiro e o terceiro picos sdo referentes a Stal e o
segundo deve ser alguma proteina que se liga inespecificamente a coluna. A analise do
cromatograma também indica que uma parcela da enzima pode estar agregada, o que
pode ter ocorrido devido a alta concentracdo da enzima injetada durante o processo de
purificagdo ou ainda a natureza intrinseca da proteina, uma vez que o primeiro pico
eluiu no tempo de retencdo da coluna e, portanto deve ser referente a uma particula

muito grande.

mall

Figura 22. Cromatograma obtido da purificagdo por exclusdo molecular da Stal. As
setas indicam quais fragdes foram utilizadas como amostras no gel SDS-Page 15%
(Figura 23)
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Figura 23. Visualizagdo do gel SDS-PAGE 15% representando resultados da
cromatografia por exclusdo molecular da Stal, 1 marcador molecular 250kD (10-
250kD) (Bio-Rad), 2, 3, ¢ 4 o lisado, pellet e flow through respectivamente, 5-11 as
fragdes 2, 4, 12, 14, 17, 19, 25 obtidas pelo cromatograma da exclusdo molecular.
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Entretanto, além da ComH e Stal, uma tentativa de expressdo em larga escala foi
realizada para a StaK, uma vez que o teste de expressdo mostrou resultados
inconclusivos sobre a possibilidade de proteina na fragdo solivel. Dessa forma apos a
tentativa de expressao, realizamos os processos de purificagdo por afinidade em uma
coluna IMAC carregada com niquel, na qual foram observados 2 picos durante o
gradiente de imizadol (Figura 24), demonstrando que poderia haver uma pequena fragao
de proteina na fragdo soluvel. Para confirmarmos essa hipotese, um gel SDS-PAGE foi
preparado, ¢ a Figura 25 mostra as bandas referentes as fragdes, sendo que nenhuma
delas esta proximo a 50 Kda, que ¢ o préximo ao peso molecular da StaK, assim pela
analise do gel, a enzima ndo pode ser identifica.

Dessa forma, ainda para averiguar se houve uma pequena expressdo nao
detectavel na fragdo solavel, foi realizado um Western Blotting utilizando anticorpos
anti-His (Figura 26). A analise do Western Blotting mostra que a enzima
predominantemente encontra-se no pellet, porém a uma pequena quantidade na fragao
soluvel, mas em quantidades insuficientes para os experimentos posteriores. Assim, na
tentativa de obter uma maior expressao da enzima, principalmente na fracao solavel,

foram realizados testes de expressdo utilizando outras cepas de E. coli

-

Figura 24. Cromatograma obtido da enzima StaK. Em vermelho as fracdes coletadas;
em verde a concentragdao do tampao B; em azul a absorbancia, a 280 nm.
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Figura 25. Gel SDS-PAGE 15% da purificagdo por afinidade da proteina Stak, 1,
marcador molecular 1kD (Bio-rad), 2, 3, ¢ 4 o lisado, pellet e flow through
respectivamente, 5-9 as fragoes 8, 10, 18, 24, 30 obtidas na purificacao.

Figura 26. Visualizacdo da membrana de Western Blot utilizando anticorpos anti-His
realizado para a confirmagdo da enzima StaK, 1,0 lisado e 2, o pellet.
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4.3 Teste de expressao das halogenases Orf8* e StaK em

diferentes cepas de E. coli.

Devido aos resultados negativos sobre a expressao das enzimas Orf8* e StaK,
foram realizadas uma série de testes de expressao variando-se o sistema de expressao e
também a temperatura e tempo de indugdo por IPTG.

Desta forma, utilizaram-se cepas ou sistema Origami (apresenta mutagdes nos
genes para tioredoxina redutase e glutationa reductase que aumentam a expressdo de
proteinas ativas), Artic Express (Expressdo aumentada para as chaperonas
GroEL/GroES) e Rosetta (presenga de cddons raros para E. coli).

Para observar se houve expressdo das enzimas Orf8* e StaK nos diferentes tipos
de células e métodos de indugdo, foram realizados géis SDS-PAGE 15% (Figura 27,
Figura 28 e Figura 29). Entretanto para facilitar as andlises foram feitos controles com
células na presenca dos plasmideos, porém nao induzidos, passo que ndo foi realizado

anteriormente.

M1 2345 678 91011121314
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Figura 27. Gel SDS-Page 15% contendo amostras do lisado das proteinas Orf8* e StaK.
M- marcador de 250 kD (Bio-Rad), 1- Orf8 Rosetta ndo induzido, 2- Orf8* Origami ndo
induzido, 3- Orf8* Artic Express ndo induzido, 4-StaK Rosetta ndo induzido, 5- StaK
Origami ndo induzido, 6- StaK Artic Express nao induzido, 7- Orf8 Rosetta 37°-4h, 8-
Orf8* Origami 37° - 4h, 9- StaK Rosetta 37°-4h, 10- StaK Origami 37°-4h, 11- Orf8*
Rosetta 18° over night, 12- Orf8* Origami 18° over nigth, 13- StaK Rosetta 18° over
night, 14- StaK Origami 18° over night.
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Figura 28.Gel SDS-Page 15% contendo amostras do pellet das proteinas Orf8* e StaK.
M- marcador de 250 kD (Bio-Rad), 1- Orf8* Rosetta ndo induzido, 2- Orf8* Origami
ndo induzido, 3- Orf8* Artic Express ndo induzido, 4-StaK Rosetta ndo induzido, 5-
StaK Origami ndo induzido, 6- StaK Artic Express ndo induzido, 7- Orf8* Rosetta 37°-
4h, 8- Orf8* Origami 37° - 4h, 9- StaK Rosetta 37°-4h, 10- StaK Origami 37°-4h, 11-
Orf8* Rosetta 18° over night, 12- Orf8* Origami 18° over nigth, 13- StaK Rosetta 18°
over night, 14- StaK Origami 18° over night.

T5KD mp
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Figura 29. Gel SDS-Page 15% contendo amostras do lisado e pellet das proteinas
Orf8* e StaK. M- marcador de 250 kD (Bio-Rad), 1- Orf8* Artic Express18° over night
Lisado, 2- StaK Artic Express 18° over night Lisado, 3- Orf8* Artic Express18° over
night Pellet, 4- StaK Artic Express 18° over night Pellet.
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A Figura 27 mostra o gel que foram aplicadas as amostras contendo o lisado.
Entretanto, pela analise do gel pode se observar que nao ha claramente nenhuma banda
diferencial entre as células induzidas e ndo induzidas préximo ao peso molecular de 50
Kda. Assim, mesmo alterando o tempo de indugao e cepas de E. coli ndo foi possivel
obter estas enzimas na fragao soluvel.

Na fragao insoluvel (Figura 28), pode se observar bandas caracteristicas de super
expressao no pogo 7 referente a Orf8* em Rosetta e induzida a 37° por 4h e também no
pogo 11 referente a Orf8* em Rosetta e induzida a 18° overnight. Por outro lado, apesar
da Figura 26 mostrar um Western Blot com alguma expressdo da StaK (na fragdo
insoltivel) ndo ¢ possivel identificar nenhuma banda diferencial para esta proteina na
fragdo insoluvel, novamente evidenciando uma baixa expressao da mesma.

Embora o gel contendo amostra Orf8* artic express induzida a 18°C overnight
(Figura 29) apresente uma banda com caracteristicas de super expressdo, ndo se pode
considerar tal fato uma vez que, o peso molecular ndo corresponde ao da proteina e deve

ser referente a chaperonas (60kD).

4.4 Expressao e purificacao da proteina StaK

Apos vérias tentativas de obter concentragdes consideraveis da proteina StaK
soluvel, optou-se por adquirir o gene sintético junto a empresa GenScript (USA), o qual
¢ otimizado para expressdo em E. coli. Expressao em larga escala (6 litros) foi realizada
e o produto foi submetido a uma purificagdo por afinidade (coluna His-trap IMAC 5
mL) e foi possivel observar, através do cromatograma (Figura 30), um pico que eluiu
por volta de uma baixa concentracdo de imidazol (25 mM--155 mM), referente a

proteina.
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Figura 30. Cromatograma obtido para proteina StaK. Em azul a absorbancia a 280nm.
Em vermelho as fragdes coletadas, as que se referem ao pico foram analisadas em SDS-
Page 15%. Em verde a concentra¢do do tampao 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl e 500
mM de imidazol.

As etapas do processo de expressdo e purificagdo da proteina StaK podem ser
verificadas através do gel de eletroforese (Figura 32). Fragdes insoluveis e soluveis
apresentam-se no gel SDS-Page 15% e demonstram que as fragdes soluveis, referente
ao pico obtido na cromatografia (Figura 30), correspondem a proteina em questdo com
um consideravel grau de pureza.

Com intuito de obter uma melhor pureza da amostra, as fragdes referentes ao
pico foram concentradas e submetidas a uma purificacdo por exclusdo molecular
(Superdex 200-16/200). O perfil da cromatografia de exclusdo molecular por ser

observado na Figura 31.
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Figura 31. Perfil cromatogréfico da proteina StaK na etapa de purificagdo por exclusdo
molecular (coluna HiLoad Superdex 16/200 equilibrada em solucdo tampao 50mM
Tris-HCI1 pH 7,8; 100mM de NaCl).
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Pela analise do cromatograma (Figura 31) foi possivel observar picos, sendo que
0 maior atinge por volta de 870 mAU. No entanto, para confirmagdo de que tal pico em
destaque ¢ refente a StaK, foi verificado através de gel SDS-PAGE 15% (Figura 32)
bandas correspondente ao peso molecular da proteina. Desta maneira, obtivemos
quantidade significativas da proteina StaK dando possibilidade de prosseguir com

ensaios de cristalizacdo.

M 1 2 3 4 5 6 7 M 1
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Figura 32.Gel SDS-PAGE 15% da purificagdo por afinidade e exclusao
molecular da proteina StaK. A. Amostras referentes a purficagdo por afinidade ao
niquel. M, marcador molecular 250kD (10-250kD) (Bio-rad), 2, 3, e 4 o pellet, lisado e
flow through respectivamente, 5-9 as fragdes 8,10,18, 24, 30 obtidas na purifica¢do.B.
Amostra referente ao pico obtido na purificacdo exclusdo de peso molecular. M
marcador de peso molecular 1kD (Bio-rad) (Gel editado para melhor visualizagao).

4.5 Testes de cristalizacao da ComH, Stal e StaK

Devido ao sucesso na clonagem, expressao e purificagdo das enzimas Stal, StaK
e ComH, testes de cristalizagdo foram efetuados para estas enzimas.

A cristalizagdo de macromoléculas biologicas ¢ um procedimento empirico, uma
vez que tal processo depende de inimeros parametros, varidveis fisicas como: tempo,
pressdo, temperatura, etc, € quimicas: homogeneidade e pureza das amostras, ponto

isoelétrico, agente precipitante, pH, forca i0nica, etc. Devido a complexidade de uma
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proteina e aos inimeros parametros envolvidos, a determinagao teorica das condi¢des de
cristalizagdo ¢ até hoje imprevisivel.

Para a triagem destas condi¢des foram utilizadas as facilidades existentes no
Laboratorio Nacional de Biociéncias (RobLab) (Stal e ComH) e LBEA —Universidade
de Sao Paulo (StaK) e as placas foram mantidas a 20° por aproximadamente 2 meses em
sistema de visualizagdo automatico (Hotel de placas) para Stal e ComH e visualizagio
manual para a StaK. Os ensaios iniciais de cristalizagdo foram feitos por meio do robo
de cristalizagdo Honeybee 963 (Genomic Solutions) para Stal e ComH, utilizando 6
diferentes kits descritos nos Materiais € Métodos € um robd Orix4 para a StaK também
utilizando aproximadamente 600 condigdes.

Entretanto, em uma primeira tentativa, ndo foram obtidos quaisquer cristais para
ComH ou qualquer tipo de hits nas condigdes de cristalizagdo testadas
(aproximadamente 400 condigdes de diferentes kits de cristalizacdo da empresa
Hamptom Research). Com relagao a Stal, um pequeno cristal foi obtido apos 5-6 dias.
Porém este cristal ndo se apresentou reproduzivel. Esse cristal foi obtido em uma
condi¢do composta por 0,1M de CHES pH 9,0 e 30% PEG400 com a proteina em uma
concentracdo de 10 mg/mL em tampao contendo 50 mM de Tris-pH 7.8, 100 mM de
NaCl (Figura 33A). Quando fotografado sobre luz Ultra Violeta, 0 mesmo mostrou-se
brilhante relevando ser realmente cristal de proteina (Figura 33B).

Devido a condi¢@o que este cristal foi obtido, nds optamos em utilizar o tampao
50 mM de CHES, pH 9.0, 100 mM de NaCl nas seguintes purificagdes, pois este
tampdo poderia estar contribuindo para estabilizagdo da enzima ou diminuindo a sua
agregacdo. Assim novos testes de cristalizacdo foram efetuados utilizando este tampao.
Entretanto, apenas ap6s nove meses depois da realiza¢do dos testes de cristalizag¢ao foi
observado um novo cristal (Figura 34 A). Este cristal apareceu em uma condi¢do
contendo 0,2M de Sulfato de Litio, 0,1M de Acetato de Sodio pH 4.5 e 50% Peg400.
Inicialmente, acreditou-se que a presenca do PEG400 poderia ser o agente precipitante
responsavel pela formagdo do cristal. Entretanto, fotografias do cristal sob luz Ultra
Violeta revelou que o mesmo era cristal de sal devido a auséncia de brilho, descartando

a possibilidade da necessidade de PEG400 para formagao de cristal (Figura 34B).
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Figura 33. Fotografia do cristal obtido em condi¢cdo composta de 0,1 M de CHES pH
9.0 e 30% Pegd00. (A) exposto a visualizagdo natural e (B) exposto a visualizacdo por
luz Ultra Violeta.

Figura 34. Fotografia do cristal obtido na condi¢do composta por 0,1M de Acetato de
Sodio pH 4,5, 0,2 M de sulfato de litio, 50% PEG 400, (A) exposto a visualizacao
natural e (B) exposto a visualiza¢do por luz Ultra Violeta.

4.6 Ensaios Espectrométricos

4.6.1 Dicroismo Circular - CD

Com objetivo de averiguar se as proteinas estavam enoveladas e para calcular as
porcentagens de elementos de estrutura secundarios, foram realizados experimentos de

dicroismo circular, como pode ser observado pelas Figura 35 e Figura 36.

69



Stal

100 -

=200 4

-200

EMR({deg.cm2.dmol-1)

400 |

-0 T T T T T T T T T T T T
200 210 ZZ0 230 240 250 280

Wavelenght {nm}

Figura 35. Dicroismo Circular da proteina Stal. Curva de CD experimental com a
proteina Spmol/L em tampao 5S0mM CHES e 100 mM NaCl, pH 9,0.
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Figura 36. Dicroismo Circular da ComH. Curva de CD experimental com a proteina
Sumol/L em tampao SO0mM Tris-HCI e 100 mM NaCl, pH 7,8
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Ambas as enzimas apresentaram espectros dicroismo circular semelhante
(Figura 35e Figura 36), sendo possivel observar que elas tém espectros tipicos de
proteinas ricas em a-hélices. Assim, ComH apresenta um conteido de estruturas
secundarias composto por 30% de a-hélices e 16% de folhas-3 e a Stal apresenta 24%

de a-hélices e folhas-f3 (Tabela 1).

Tabela 1. Dados do Dicroismo Circular para proteinas ComH e Stal.

Proteina M.e.t odo a-hélice Folha-f3 Randomica
Utilizado
ComH K2d 30% 16% 54%
Stal K2d 24% 24% 52%

4.6.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Com intuito de verificar a homogeneidade da amostras, ou a presenca de
diferentes estados de oligomerizagdo ou ainda a formacdo de agregados proteicos, foi
realizado DLS das enzimas ComH e Stal (Tabela 2). Além disso, para aumentar o
sucesso na cristalizacdo foram verificados alguns aditivos e diferentes tampdes com o
objetivo de encontrar condigdes que a amostra apresenta-se polidispersividade proxima

a 20%, que ¢ o ideal para cristalizacdo de macromoléculas.

Tabela 2. Dados obtidos através de DLS das halogenases ComH e Stal a 1mg/mL em
tampao seus tampoes originais.

R Pd PM Massa
Proteina Tampao (nm) (%) (kDa) (%)
50mM Tris-HCI
ComH | e 100 mM NacCl, 6,22111 64,4522 242,477 99,9441
pH 7,8
50mM CHES e
Stal 100 mM NacCl, 5,02366 33,3342 147,037 97,2579
pH 9,0

R raio hidrodinamico, Pd polidispersividade, PM peso molecular
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Pela anélise de DLS da Tabela 2, podemos verificar que as amostras encontram-
se com um raio hidrodindmico e porcentagem de polidispersividade muito alta, e
somente as fragdes consideradas monomodais (1 populacdo) e monodispersas (até 20%
de polidispersividade), sdo indicadas para melhor utilizacdo na cristaliza¢ao, pois ha
relatos na literatura (FERRE-D'AMARE; BURLEY, 1994) mostrando que amostras
monodispersas tém maior chance de cristalizacdo. Desta forma foram testadas algumas
condi¢des que apresentavam detergentes, alta concentracdo de sais e agentes redutores

com objetivo de obter valores de raio e de polidispersividade proximos a 20% (Tabela

3e Tabela 4).

Tabela 3. Dados obtidos através de DLS da halogenase ComH a 1mg/mL em diferentes
solucdes tampaoes.

Tampoes- R Pd PM Massa
Proteina (nm) (%) (kDa) (%)
ComH

50mM Tris +
10%Glicerol pH 2,36334 11,7841 25,1857 91,3964
7.8

50mM Tris +
SmM DTT pH 491541 16,8147 139,73 97,5793
7.8

50mM Tris +
0.1% Thesit pH 4,05034 11,1333 88,8356 87,2773
7.8

50mM Tris +
0.1% Triton pH 3,52038 6,21145 63,9867 95,231
7.8

50mM Tris +
500mM NacCl 3,89188 11,0231 80,9159 65,0149
pH 7.8

50mM CHES +
10%Glicerol pH 1,69675 0 11,5995 58,8855
9.0

50mM CHES +
5SmM DTT pH 4,65582 10,487 123,071 96,4978
9.0

50mM CHES +
0.1% Thesit pH 4,68594 10,8313 124,942 95,0618
9.0

50mM CHES +
0.1% Triton pH 3,71245 16,4246 72,4555 95,6645
9.0

S0mM CHES + | 3 53175 10,7419 64,4711 82,0853
500mM NaCl
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pH 9.0

50mM Fosfato
de Potassio +
10%Glicerol
pH 7.0

2,2353

9,03853

22,1084

86,8707

50mM Fosfato

de Postassio +

5mM DTT pH
7.0

4,69069

10,8803

125,239

96,7739

50mM Fosfato
de Potassio +
0.1% Thesit pH
7.0

3,53466

6,88369

64,5955

92,3507

50mM Fosfato
de potassio +
0.1% Triton pH
7.0

3,68571

10,7374

71,2401

96,0979

50mM Fosfato

de Potassio +

500mM NaCl
pH 7.0

1,62501

0

10,4843

75,3165

R raio hidrodinamico, Pd polidispersividade, PM peso molecular

Tabela 4. Dados obtidos através de DLS da halogenase Stal a Img/mL em diferentes

solugdes tampoes.

Tampoes-
Proteina Stal

R
(nm)

Pd
(%)

PM
(kDa)

Massa
(%)

50mM Tris +
10%Glicerol pH
7.8

2,67842

6,28738

33,7544

93,1962

50mM Tris +
SmM DTT pH
7.8

5,15367

11,0301

156,095

92,3012

50mM Tris +
0.1% Thesit pH
7.8

3,46592

61,6943

86,1005

50mM Tris +
0.1% Triton pH
7.8

4,17717

14,3706

95,4813

97,6311

50mM Tris +
500mM NacCl
pH 7.8

3,32085

55,821

86,3164
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50mM CHES +
10%Glicerol pH 2,79492 7,33557 37,2901 94,5305
9.0

50mM CHES +
SmM DTT pH 4,44785 35,009 110,591 99,3245
9.0

50mM CHES +
0.1% Thesit pH 4,16806 9,64606 94,9947 95,9537
9.0

50mM CHES +
0.1% Triton pH 3,92283 11,8814 82,4295 95,389
9.0

50mM CHES +
500mM NaCl | 3,79372 11,7536 76,2211 93,6172
pH 9.0

50mM Fosfato
de Potassio +
10%Glicerol pH 291574 10,9073 41,1716 98,8644
7.0

50mM Fosfato
de Postassio +
SmM DTT pH 4,76176 11,463 129,724 90,6522

7.0

50mM Fosfato
de Potassio +
0.1% Thesit pH 4,70084 10,9806 125,874 85,7112
7.0

50mM Fosfato
de potassio +
0.1% Triton pH 3,82906 11,8737 77,8931 94,0797
7.0

50mM Fosfato
de Potassio +
500mM NaCl 3,32085 1,66E-14 55,821 82,7804

pH 7.0

R raio hidrodinamico, Pd polidispersividade, PM peso molecular

Assim, os testes preliminares empregando o tampao 50 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, pH 7,8 para enzimas ComH e tampao50mM CHES e 100 mM NaCl, pH
9,0(Tabela 1) para proteina Stal resultaram em amostras com alta polidispersidade.
Porém, quando hd uma variagdo de tampao na amostra, melhores resultados de
polidispersidade foram obtidos (Tabela 3 e Tabela 4), visto que algumas mudancas de
solucdes tampdes geraram dados de menor raio e menor polidispersividade. Embora
tenha-se obtido menor raio e menor polidispersao, houve uma diferenga entre o raio

hidrodinamico da mesma amostra em relacao aos tampdes utilizados.
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4.7 Purificacao e Ensaios Espectrométricos da proteina Stal em

novas condi¢des padronizadas pelos resultados de DLS.

4.7.1 Expressao e Purificacdo

Posteriormente aos resultados referente a halogenase Stal obtidos por DLS,
novas purificagdes foram realizadas com intuito de obter uma fragcdo onde nao houvesse
agregado proteico ou que este estivesse reduzido. Para isso, a Stal foi novamente
purificada por afinidade (FPLC) utilizando a coluna His-Trap IMAC 5 ml carregada
com niquel e posterior exclusdo molecular, utilizando como tampao base 50 mM de
Fosfato de Potéssio e 10% de Glicerol em pH 7.0 .

Através do cromatograma (Figura 37) foi possivel observar um pico, referente a
proteina que foi eluida a uma baixa concentracdo de imidazol (25 mM--155 mM). As
fragdes soluveis, insoluveis e os respectivos picos foram analisados em gel de SDS-
PAGE 15% onde foi possivel observar a pureza e expressdo da enzima Stal com

sucesso (Figura 39).
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Figura 37. Cromatograma obtido para a enzima Stal. Em vermelho as fracdes
coletadas. Foram utilizadas como amostras para a analise em SDS-Page 15% as fracdes
referente aos picos; em verde a concentragdo do tampao B; em azul a absorbancia a
280nm

As fragdes referentes ao pico observado no cromatograma da Figura 37 foram
concentradas e aplicadas em uma coluna de filtracdo em gel (16/200). Pela anélise do
cromatograma (Figura 38) podem-se observar picos, sendo que o maior atinge por volta
de 1800 mAU. A fim de confirmar a pureza da amostra e verificar se quais picos sao
referentes a Stal, um gel SDS-PAGE 15% com as respectivas fracdes foi preparado
(Figura 39). Pela andlise deste gel, pdde-se confirmar que o pico que se destaca ¢
referentes a Stal e os outros devem ser alguma proteina que se liga inespecificamente a
coluna. A andlise do cromatograma também indica que uma parcela da enzima pode

ainda esta agregada, mesmo com a variacao de tampdes.

76



—Bcsuh GiF Sinl Fosf glicernl | 705000 2100 Fraccions

i [ = =, =
= Bcsuli GF Sml Fosf glicesol IT0O3013: 10 Injecs

Lis

o 20 gl (=] E i ] LMy L2 ml

Figura 38. Cromatograma obtido da purificagdo por exclusdo molecular da Stal.
Fracdes referentes aos picos foram utilizadas como amostras no gel SDS-Page 15%
(Figura 39).
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Figura 39. Gel SDS-Page 15% contendo amostras da Stal. M- marcador de 250 kD (10-
250kD) (Bio-Rad), 1- pellet, 2- Sobrenadante, 3- flow through, 4 a 10- amostras da Stal
referente as fragdes 7, 12, 16 28, 41, 46, 65, respectivamente, do cromatograma de
afinidade. 11 a 14 — amostras da Stal referente as fragdes 2, 9, 21, 32, obtidas apos
cromatografica exclusdo de peso molecular. Seta indica expressdo da halogenase com
tamanho aproximado de 50 Kd.
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4.7.2 Ensaios Espectrométricos da proteina Stal

A integridade estrutural da proteina Stal foi avaliado por dicroismo circular.
A Figura 40 mostra o espectro de CD da Stal em 50mM de Fosfato de Potéssio e

10% de Glicerol, condicao cuja estabilidade da proteina foi preservada.

Stal

20

EMR(deg.cm2.dmol-1

T T T T T T T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength, nm

Figura 40. Dicroismo Circular da proteina Stal. Curva de CD experimental com a
proteina Sumol/L em tampao 50mM de Fosfato de Potassio e 10% de Glicerol.

A Stal apresentou um espectro de CD caracterizado por dois minimos
pronunciados em 222 e 208 nm, configurando uma estrutura em a-hélice. Para realizar a
deconvolugdo dos dados foi utilizado o servidor online Dichroweb (WHITMORE;
WALLACE, 2004) utilizando o algoritmo K2d (Tabela 5).
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Tabela 5. Dadosdo Dicroismo Circular para proteinas Stal.

Proteina M.e.t odo a-hélice Folha-f3 Randomica
Utilizado

Stal K2d 31% 15% 54%

Com intuito de verificar a homogeneidade da amostra, ou a presenca de
diferentes estados de oligomerizagdo ou ainda a formagao de agregados proteicos, foi

realizado DLS da enzima Stal (Tabela 6).

Tabela 6. Dados obtidos através de DLS das halogenase Stal a Img/mL em tampao seu
original.

R Pd PM Massa
Proteina Tampao (nm) (%) (kDa) (%)
50mM Fosfato
Stal de Potassio e 3,96397 11,6847 84,4665 99,8024
10% de Glicerol

R raio hidrodindmico, Pd polidispersividade, PM peso molecular

Pela analise de DLS da Tabela 6 podemos verificar que as amostras encontram-
se com um raio hidrodindmico e porcentagem de polidispersividade relativamente
dentre dos parametros, uma vez que somente as fragdes consideradas monomodais (1
populagdo) e monodispersas (até 20% de polidispersividade), sdo indicadas para melhor
utilizagdo na cristalizacdo, pois ha relatos na literatura (F ERRE-D'AMARE ¢
BURLEY,1994) mostrando que amostras monodispersas t€ém maior chance de
cristalizacao.

Desta forma a enzima foi novamente enviada para cristalizacdo, mas novamente
ndo tivemos sucesso na obtengao de hits ou cristais para continuar com os experimentos

de resolucao de estrutura.
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4.8 Proteolise Limitada com Tripsina para proteina Stal

Devido ao insucesso na cristalizagdo da Stal, obtamos entdo em verificar se a
mesma poderia ter regides muito flexiveis que poderiam interferir na cristalizacdo.
Assim, para remover regides protéicas mais flexiveis, a proteina Stal foi submetida a
protedlise limitada com tripsina. Normalmente, as regides mais flexiveis em uma
proteina dificultam o empacotamento ordenado necessario para a formagao de cristais
que podem difratar a alta resolucdo. A proteodlise limitada permite que essas regides
flexiveis sejam clivadas por uma protease especifica como tripsina, porém devido a
baixa concentragdo de protease utilizada no experimento, a proteina alvo geralmente
mantém a integridade das regides enoveladas.

Assim, unidades peptidicas enterradas no core protéico e elementos de estrutura
secundaria regulares sdo menos acessiveis a acdo de proteases e, portanto, ndo sio
clivados tdo rapidamente. Desta maneira, ¢ esperado que as clivagens observadas nesse
tipo de experimento ocorreram em regides de superficie que estdo mais expostas ao
solvente circundante, como as alcas e/ou loops. No caso de estruturas de proteinas
globulares, espera-se que a proteodlise ocorra primariamente nas regides flexiveis de
superficie e no caso de proteinas multi-dominios, nas regides ligadoras moveis entre
esses dominios. Dentro deste contexto, a protedlise limitada pode ser usada para
monitorar regides de superficie protéica, mudangas conformacionais induzidas por
ligantes, dominios de ligagdao e dobramento proteico.

Desta maneira, a Stal, foi submetida a um experimento de proteodlise limitada.
No SDS-PAGE 15% da Figura 41, a proteina apresenta uma banda de aproximadamente
50 kDa que se manteve constante em todos os tempos de reagdo. Foi possivel observar a
presenca de uma banda menor em todos os tempos de empregados no experimento de
protedlise. Acreditamos assim, que alguma por¢ao do N ou do C terminal possa ter sido

clivada.
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Figura 41. SDS-PAGE 15% contendo o resultado da ag¢do da tripsina sobre a
halogenase Stal. Nota-se o aparecimento de uma banda de aproximadamente 50 kDa
apos a proteolise e de outra banda menor. M - marcadores de peso molecular; Tempos
de protedlise: 0, 2, 5, 10,20 e 40 minutos e 1:20, 3, e 24 horas apds a agdo da enzima.
Seta na cor amarela evidéncia banda que se manteve constante. Seta na cor rosa
indicando banda menor proveniente da digestao

4.9 Modelagem Molecular por Homologia

Foi optado em realizar a modelagem molecular, a fim de obter mais informagdes a
respeito da estrutura, para as enzimas Stal e StaK devido a particularidades
interessantes, tais como, a necessidade de duas enzimas preditas para serem halogenases
em clusters génicos da rota biossintetica do composto A47934, a ndo especificidade
destas enzimas em relacdo a posicdo de halogenag¢do. Por uma andlise utilizando
programa BlastP, a proteina com estrutura resolvida que apresenta maior homologia
tanto para Stal quanto para StaK foi a CndH da biossintese de condrocloreno (3EIT)
(BUEDENBENDER et al., 2009). A Stal e StaK apresentam uma homologia de 56% e
53%, respectivamente com a CndH. Essa homologia ¢ completamente compativel com a
constru¢do de bons modelos tedricos levando em consideragdo que a similaridade
sequencial esta implicada com a similaridade estrutural (SALL; BLUNDELL, 1993).

Inicialmente, analisando o alinhamento das sequéncias entre proteina Stal e StaK
foi possivel observar importantes alteragdes em residuos de aminoacidos aromaticos da
halogenase StaK. E possivel observar que os residuos na sequéncia da proteina StaK sio
substituidos por residuso aromaticos na sequéncias da Stal (Figura 42A e Tabela 7).

Interessantemente, quando realizamos o alinhamento multiplo de todas as halogenases
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relacionadas com a biossintese de glicopeptideos podemos observar que o padrao de
alteracdo nas tirosinas somente ndo ¢ conservado na StaK (Figura 42B) o que sugestiona
que esses residuos de aminoacidos podem estar relacionados no reconhecimento e em

um padrao diferente de halogenagao que ¢ somente visto no composto A47934.

1 10 20 30 40 50 60 0 a0 a0 100 110 120 130

1 1

IAX cndH HSTRPEYFDLIVIGGGPGGSTLASFYAHRGHRYLLLEREAFPRHOIGESLLPATYHGICAHLGL TDEHKRAGFPIKRGGTFRHGKEPEPHTFGF TRHP—DDPYGFAYQ
Stal HOGLSGODPLPSTIAKDSIEGHHEHSYETFDYYYAGGGPGGS TYAALYAHOGHRYLLLEKEYFPRYOIGESLLPSTYHGYCRLLGY TDELARAKFPYKRGGTFRHGARPEPHTE SFAYSPRHTGPTSFAYD

St.ak HSAETFDYYYAGGGPAGS TAASLYAHOGHRYLLYEKEYLPRHRYGESLLPSTYHGYCRHLGYTDELAETDFPYKRGATFOHGGRAEFHAF SFGASSRLTDATSFAYD

CONSENSUS . ...ivvasssssssnsssssssNS ERFDW!YaGEGPEGST  As1¥ANQGHRYLL1EKERfPRhq! GESLLPSTYHG! Cr¥LGuTDESa. a.FP !KRGETFrHG, rpEPHEFsF, , spr. tdptsFAYO
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cndd  VERARFODHLLRHSERKGYDYRERHEYIDVLFEGERAVGYRYRHTEGYELHAHARF IVDASGHRTRYSOQAYG-ERVYSRFFONVALYGYFENG-KRLPAPROGNILSAAFODGHFHYIPLSDTLTSYGAY

Stal YERARFDEILLHHAKSKGYTYREGCSYTAYYEEGORYTGLRYTDSDGGEHEYGARFYIDASGHKSRLHASYGGTREYSEFFRSLALFGYFENG=KRLPEPYSGHILSYAFDSGHFHYIPLSDTLTSYGYY

5StakK ADRARFDEILLKHAKRKGYYYREGCSYTAYYEEGDRYTGLRHTDPDGGEHEYGARFYIDASGHESPLSASYGGTRDRAGSFRGLALSGYFGHGCKRLPEPRSGDGLSYTFDGGHFHYYPLFGGLTSYGAY
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Stal VYRREHAEKIOGDREKAYNALIRECPLIAEYLSDARRYTTGHYGELRYRKDYSYHOTKFHRPGHILYGDAACKYDPYFSSGYHLATYSALLARRSINSYLAGDLDEKTAFDEFEGRYRREYGYFVEFL YSF
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Stal HDGLSGDPLPSTIAKDSIEGHHEHSYETFDVVYYAGGGPGGSTYAALYANOGHRYLLLEKEYFPRYQIGESLLPSTVHGYCRLLGYTDELARAKFPYKRGG TFRHGARPEPHTFSFAYSPRATGPTSFAYO

13 orf8 HPVEEFDYVYAGGGPAGSTYATLYANOGHRYLLLEKETFPRYQIGESLLPSTYHGYCRALGYSDELARAGFPYKRGGTFRHGARPEPHTF SFAYSPLHNGPTSFAYO
dbvl0 HEEFDYYYAGGGPGGSTYATLYAHOGHRYLLYEKEVFPRYOIGESLLPSTYHGYCRHLGY TDELARAGFPYKRGGTFRHGARPEPHTFSFSYSPRITGPTTFAYO

van HSVEDFDYVYYAGGGPGGSTYATLYAHOGHRYLLLEKEVFPRYQIGESLLPATYHGYCRHLGYADELANSGFPIKRGGTFRHGARPEPHTFHFGISAKHAGSTSHAYO

bhaa HSYEDFDYYYAGGGPGGSTYATLYANOGHRYLLLEKEVFPRYQIGESLLPATYHGYCRHLGISDEL ANAGFPIKRGGTFRHGARPEPHTFHFGISAKHAGSTSHAYD

conH HARVTEEF DYAYYGGGPAGS TFARLYAKAGHRYYYLEKENFPRYOIGESLLPSTIHGYCRLSGARDDLAKAGFPLKRGG TFRHGARPEPHTFAFSYSPRHAGPTSVAYD

St.aK HSAETFDYYYAGGGPAGSTAASLYANOGHRYLLYEKEVLPRHRYGESLLPSTYHGYCRHLGY TDELAETDFPYKRGATFAHGGRAEPHAF SFGASSRLTOATSFAYD
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Stal VERARFDEILLHHAKSKGYTYREGCSYTAYVEEGDRYTGLRYTDSDGGEHEYGARFYIDASGHKSRLHASYGGTREYSEFFRSLALFGYFENG-KRLPEPYSGHILSYAFDSGHFHYIPLSDTLTSVGYY

orf8 YERARFDEILLRHAORKGYDYREGCSYTGYTEGDERTTGYRYTOPDGGEHEYSARFYYDASGNKSRLYSAYGGYRNYSEFFRSLALFGYFENG-KRLPEPYSGHILSYAFDSGHFHYIPLSOTHTSYGAY
dbel® VERARFDEILLGHARRKGYYYREGCSYTEYIEDGDRY TGLRYYDPDGGEHAYSARFYIDASGHKSRLYSSYGGTRHYSEFFRSLALFGYFEGG-KRLAEPYSGHILSYAFDSGHFHYIPLSDTLTSVGAY

van YERAKFDDILLKHAKSKGYYYREGCSYNDYYEDGERYTGARYTDADGNAHEYSARFYIDASGNKSRLY TKYNGSRHYSEFFRSLALFGYFEGG-KRLPEPYSGHILSYAFDSGHFHYIPLSOTLTSYGAY

bhaa VERARFDEHLLHHAKRKGYYYREGCAYTDYVEDGERY TGARYTDPDGTEREYSARFYIDASGHKSRLYTKYGGSRHYSEFFRSLALFGYFEGG-KRLPEPYSGHILSYAFDSGHFHYIPLSDTLTSVGAY

conH  YERSKFDDILLKHARKAGADYREGCSYRGYTEEGERYRGL TYADADGHERETRARYYYDASGNKSRLYNKYGGTREYSDFFRSLALFGYFENG—KRHPEPHRFHILCYAFESGHFHYTIPLSDTLTSYGAY

StaK ADRARFDEILLKHAKRKGYYYREGCSYTAYYEEGDRY TGLRHTDPDGGEHEYGARFYIDASGHESPLSASYGGTRORAGSF RGLALSGYFGHGCKRLPEPRSGDGLSYTFDGGHFHYYPLFGELTSVGAY
Consensus  v#RarFD#il LkHAkrkGwwYREGCsYE, Y !Eeg#R!tGlrytDpDGgehe! , AREY ! DASGnkSrLy, sYeGtR #ysef FRsLALFGYFenG ,KREpEP , sg#il sVaF #sGHFHY ! PLsdt$TSYGaY
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Stal VYRREWAEKIOGDREKAYNALIAECPLIAEYLSDARRYTTGHYGELRYRKDYSYHQTKFHRPGHILYGDAACFYDPYFSSGYHLATYSALLAARSINSYLAGDLDEKTAFDEFEGRYRREYGYFYEFLYSF
orf8 YRREHAEKIOGDREKALOALIAECPLISDYLADARRITTGRYGELRYRKDYSYHQTSYHRPGHILYGDAACFYDPYFSSGYHLATYSALLAARSINSYLAEDLDEKTALSEFEARYRREYGYFYEFLYSF
dbvl0 VRREMAEKIOGDREKALARLIAECPLISEYLAPARRYTTGKYGOLRYRKDYSYHOTKFHRPGHILYGDAACFYDPYFSSGYHLATYSGLLAARSINSYLAGDYEEKIALHEFEARYRREYSYYYEFLLAF
van YRREDADKIOGDREKALNTLIAECPLISEYLSHATRYTTGRYGELRYRKDYSTQODSTHRPGHYLYGDARCFYDPYFSSGYHLATYSALLARRSINSYLAGDLDEKTALNEFEARYRREYGYFYEFLYSF

bhaa VRREDAEKIOGDREKALNTLIAECPLISEYLADATRYTTGRYGELRYRKDYSYQQETYHRPGHILYGDAACFYDPYFSSGYHLATYSALLAARSINSYLAGDLDEKTALNEFELRYRREYGYFYEFLYSF

conH VRREMAEKIOGDPEKALRALIDECPHIADYLSDATRY TEGOYGEIRYRKDYSYHHTTF TRPGHHLYGDAACFYDPYFSSGYHLATYSSLLARRSLNSYLEGKYDEDARNKEF EARYRREYGYFYEFLYSF

StaK VSEERAEKLODDREEAFKALIAECPATSDLLSEGHRY TAGKYGKLRYREDYYYHRTTFHRPGHLLYGDAACSYDPLFSSGYHLATYSALLAARSINSYLAGDYDEKTALTEFEARYRRELGAFSELLTTF
Consensus  VrrEnA#KilgDrEkAL,al TaECP1Is#yl sda,R!TEG, YGelRVRKDY sYhqtL%uRPGH  LYGDAACFYDPvFSSGYHLATYSaLLAARSiNSYL agdv#EKE AL EFEaRYRREygviyErLvsF
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1 1
Stal YOHNYHEESYFHHAKKYTHHE-HTEFESFYDLYGGYASGE TAL----A-ASRLAERSAEF AGAYDOHAGGDDGOHYPLFKSHY YKOYHOEGGOYOHKAYL GEDARPEEPYF PGGL YSSPDGHKHLPYRG
orf8 YOHHYHEESYFHOAKKYTHHK-HTEIESFYELIGGYSSGEAAL----ATAGRIAERSAEF ARRYDOHAASADGHHYPHYKSEYVKOYHOEGGOYOHKAVLGADAEPELPLFPGGLYYSPDGHKHLPYRPA
dbvl0  YEHNYHEESYFHHAKKYTHHKEYTELESFYDLYGGLSSGE TAL ----ATSGRIAERSAEF ARRYDOHADGDDSSHYPLFKSAY YKAYHOEGGOEQHRAYL GADAEPEOPLFPGGLYTSPDGHRHL THHP
van YOHHYHEESYFHOAKKYTOHO-STDIESFYELIGGYSSGETAL===--TAADRIAAHSAEFARAYDKHATGDGDDHYPHFKSTYYKOAHOEAGO YOHKALL GEDAEPELPLFPGGLYTSPDGHKHLPHHPA
bhaa YOHNYHEESYFHOAKKYTONO-STOVESFYELIGGYSSGE TAL-—--TARDRIARRSAEF ARAYDEHAGGDGDHHYPHFKSTYYOOAHOEAGYOHKALL GEDAEPEL PLFPGGLYTSPERHKHLPHHPA
conH  YEHHRDEHSYFHORKKYTAHS-EPELOSFYELIGGYSSGENGLHHTDALSERLADHSEEFATAYEKFAANEDGSSYPLFSSSYYRHAHOEAGO YOHRALLGEDAEPETPHFPGGLYSSPDGLYHLPATTA
StaK HTHTGEE-—————————————-| HPEPESFYDVARGYSSGEHAL ----ARBGGGAAAPGEPHFRGGLAYSPDGHKHLPARSKEREDAR:
Congensus  y.Hnv#Eesyfw,akkvt .n, ht#, $5FY#1,g6vsSGE 8L, ,, .8, .2r.A, .saEfa, avd, na,  dd, .navP ,fks,.vv,q,.nqe, gqvgn, a, 12, daepe,p. fpepglv, spdgn,ulp....

Figura 42. Alinhamento das sequéncias da halogenase. A) Alinhamento da halogenase de
Chondromyces crocatus (CndH) que foi utilizado com molde para a construgdo dos modelos da
Stal e da StaK. No alinhamento ¢ possivel observar uma alta identidade sequencial entre as trés
proteinas, com exce¢do da regido C terminal que é pouco conservado para a StaK. Entretanto na
estrutura da CndH, o seu C terminal é desordenado e ndo foi possivel ser observado na estrutura
cristalografica. Caixas em verde sdo referentes aos resideos de tirosinas ndo conservados na
StaK. B) Alinhamento das halogenases conhecidas para a biossintese de antibidticos
glicopeptidicos. E possivel observar que uma série de residuos somente nio sio conversados na
StaK e que esses residuos podem estar relacionados com o reconhecimento do substrato e sua
ordenagdo que pode levar a um padrao de halogenacao diferente.
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Tabela 7. Residuos de aminoacidos divergentes nas sequencias das halogenases Stal e
StaK.

Desta forma, com a inten¢do de observar o efeito dessas substituigdes nas
estruturas da Stal e StaK foram gerados os modelos tedricos. Esses modelos
apresentaram esteroquimica satisfatéria com base na analise do grafico de
Ramachandran (Tabela 8), sendo que somente poucos residuos estdo em regides ndo

favoraveis.

Tabela 8. Valores obtidos segundo grafico de Ramachandran para escolha dos modelos
gerados para Stal e StaK.

Regioes Adicionalmente Generosamente Regioes
Favoraveis Favoravel Favoravel Desfavoraveis
Stal 91,7% 7,8% 0,6% 0,0%
StaK 90,4% 9,3% 0,3% 0,0%

Como esperado, tanto Stal quanto StaK apresentam uma estrutura tercidria
(Figura 43) semelhante a estrutura da CndH. Esta estrutura pertence a superfamilia das
glutationas redutases e apresenta um enovelamento comum para as proteinas ligadoras a
FAD. Segundo Dong et al (2005), o enovelamento das halogenases FADH>-
dependentes em geral, pode ser descrito como um nico dominino com dois médulos ou
subdominios. Um dos modulos ¢ chamado de caixa e o outro de piramide que ¢
adjacente a caixa. A caixa ¢ nomeada como modulo de ligacio do FAD e ¢
caracterizada por duas folhas betas em duas extremidades formando como se fosse “teto
e o piso”. Entre essas duas folhas hd quatro hélices principais como se fosse as
“laterais”(arestas) da caixa. O FAD esta ligado em uma cavidade central exposta ao
solvente neste modulo. Esse dominio ¢ conservado em praticamente todas as
halogenases dependente de flavina (DONG et al, 2005). Além disso, na estrutura da
PrnA a piramide que ¢ considerada o modulo de liga¢do de reconhecimento de substrato

¢ formado por trés alfa-helices principais que formam os vértices da piramide triangular.
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O substrato desta enzima se liga na interface entre os dois moddulos. Entretanto na
estrutura da CndH, o modulo piramide ou de reconhecimento do substrato esta
desenovelado. Devido a maior similaridade das sequencias da Stal e StaK com a
sequéncia da CndH, nds especulamos que essa regido também possa estar desenovelada.
Outra evidencéncia de que essa regido possa estar desenovelada sdo os dados obtidos
pela purificacdo destas enzimas que monstram uma tendéncia a agregacdo das mesmas
ou mesmo ainda os resultados de protedlise limitada que sugerem uma regido muito
flexivel e acessivel a tripsina. Contudo, o modulo de reconhecimento de substrato da

StaK apresenta-se relativamente menor em relacdo as outras halogenases.

Figura 43. Modelos de estrutura terciaria das halogenases Stal (1) e StaK (2) geradas
com base na proteina molde CndH. Esquema representando o enovelamento das
halogenas FAD-dependentes, com modulo (3) denominado ‘caixa’ (modulo de ligacao
ao FAD) e o modulo  piramide’ (modulo de reconhecimento do substrato).

Pela analise da superficie eletrostatica da Stal e StaK ¢ possivel observar uma
regido hipotética de liga¢ao do heptapeptideo (Figura 44 A, C). Essa regido apresenta-se
como um sulco na regido oposta ao sitio de ligacdo de FAD, proximo ao modulo de
reconhecimento de substrato. Entretanto, com base nos modelos, ndo ¢ possivel
observar variagcdes drasticas nestas regides, porém a proteina Stal apresenta-se
relativamente mais carregada positivamente do que a StaK. Além disso, realizando um
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corte na superficie eletrostatica destas enzimas foi possivel observar claramente um
tunel que deve transferir o cloro ativado pela molécula de FAD para ser ligado ao
heptapeptideo dos antibioticos glicopeptideos em formagdo. Através de uma analise
desses tuneis € possivel observar, interessantemente, variagdes no seu diametro (Figura
44 B, D). Dessa forma nos especulamos que essas alteragdes possam estar relacionadas

com uma possivel diferencga da atividade destas enzimas.

Figura 44. Superficie eletrostatica. A refere-se a proteina Stal e C refere-se a StaK,
setas indicam a regido de sulco. Superficie eletrostatica cortada para visuzalizagdo do
tunel de trasferéncia do cloro. B referente a Stal e D para StaK, setas (em vermelho)
indicam o tinel de cada enzima. Seta na cor verde indica regido onde ndo estdo
conservados os residuos de aminoacidos, conforme alinhamento.

Devido aos residuos de tirosina, fenilalaninas e tripotofanos nao conservados na
sequéncia e estrutura da StaK conforme observados no alinhamento da figura 42A, nds
realizamos uma andlise para verificar a posicdo das mesmas com intuito de observar se

esses residuos poderiam estar envolvidos no processo de reconhecimento do substrato
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(Figura 45). Com base nesta andlise, foi possivel ver que tais residuos estdo, em sua
maioria, presentes na mesma regido da molécula no médulo de caixa. Todavia, esta
regido esta proéximo a regido que possivelmente faz interacdo com o moddulo de
reconhecimento do substrato (Figura 44). Entretanto, esses residuos nao estao proximos
do sulco onde possivelmente ocorre a ligagdo do heptapeptideo, o que torna dificil
inferir que esses possam estar relacionados de alguma forma com a diferenca no padrao
de halogenacdo que ocorre na sintese do composto A47934. De qualquer modo, ¢
possivel observar ainda na analise da superficie eletrostatica da StaK a formacao de uma
nova cavidade que ainda possa ter alguma relagdo com a ligagdo do substrato, mas uma
confirmagdo desta evidéncia s6 pode ser obtida através da obtengdo da estrutura
cristalografica dessas proteinas que podera ter os movimentos intrinsecos da sua

estrutura que ndo sao observados em modelos teodricos.
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Figura 45. Superposicao dos residuos de aminoécidos que se apresentam diferentes
entre as sequéncias da StaK e Stal. Em verde, encontram-se os residuos da Stal. Em
azul, os residuos da StaK sdo mostrados. O ion cloro estd representado em cor rosa € o
FAD na cor azul e sdo referentes ao modelo da StaK.

O objetivo inicial deste trabalho era obter principalmente dados estruturais de
halogenases relacionadas com a biossintese de antibidticos glicopeptidicos. Nos
sabemos que somente com a obtencdo de dados estruturais seria possivel predizer ou

entender como pode ocorrer o processo de halogenacdo para esses antibidticos.

86



Contudo, nao foi possivel a obtengdo de cristais para as proteinas testadas (Orf8%*, StaK,
Stal, ComH) até o momento. Desta forma, optamos por tentar obter informagdes através
de modelos tedricos os quais puderam nods dar algumas idéias sobre o mecanismo de
halogenacdo. Alem disso, a constru¢do dos modelos da StaK e Stal nos permitiu
levantar suposi¢des sobre os possiveis mecanismos para uma plausivel diferenca nos

padraos de halogenagao.

4.10 Resultados obtidos dos ensaios de complementacao
genes stal e staK de Streptomyces toyocaensis.

Os genes stal e staK foram previamente clonados em plasmideo plJ10257 pelo
grupo da pesquisadora Hee-Jeon Hong (Universidade de Cambridge) e foram
gentilmente cedidos para o nosso trabalho. O vetor plJ10257 transporta o gene de
resisténcia a higromicina como marcador de selecdo e possui sitio @BT1 para
integrac@o. O gene staK estava clonado nos siteos Ndel /Pacl e stal clonadas com Ndel
/ HindIII (Figura 46).

As cepas produtoras dos antibidticos teicoplanina, vancomicina e a ristocetina
foram cultivadas em placas contendo higromicina ¢ duas delas (Amycolatopsis
orientalis e a Amycolatopsis sp. MJIM258) provaram ser resistente a higromicina. Deste
modo, foi indispensavel a troca do gene de resiténcia do plasmideo plJ10257,
substituindo higromicina por apramicina. Para tal, utilizamos a estratatégia denominada

PCR targeting.

EccR1(5983) BamHI (1)

int " - “EccRI (25)

attP aac3 (IV)'

oriT
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Figura 46. Plasmideo plJ 10257. staK previamente clonado com Ndel/Pacl e stal com
Ndel/HindIII. Este plasmideo possui o gene de resisténcia a higromicina como
marcador de selecao.

4.10.1 PCR Targeting

Nesta curta versdo de PCR targeting (GUST et al., 2003), nds substituimos o
marcador de resisténcia original do plasmideo plJ10257, higromicina, com um cassette
obtido de um plasmideo diferente, neste caso o plJ773, o qual foi digerido (10pug) com
EcoRI e HindIII para obtencdo do fragmento contendo o gene de selegdo apramicina. O
produto da digestdo foi observado em gel de agarose e uma bandade ~1.4 kb foi isolada
(Figura 47). Esta banda foi purificada e eluida em um baixo volume, com intuito de se
obter uma alta concentracdo de DNA. Este fragmento foi posteriormente amplificado

por PCR utilizando primers especificos (Figura 48).

plJ 773

1.5 kb sy

Figura 47. TAE gel de agarose 0.8%. Digestdo do plasmideo plJ773 com EcoRI e
HindIII (Roche) para obtengao do marcador de sele¢do apramicina. M- 1kb Marcador
molecular (NEB). Seta indica o fragmento correspondente ao marcador de sele¢do
apramicina.
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Figura 48. 0.8% TAE gel de agarose representando quarto bandas relacionadas com a
amplificacdo por PCR do cassette apramicina. Foi usada enzima DNA polimerase
Herculase II Fusion (Agilent Technologies) com 4 diferentes temperaturas de melting:
1) 62°C, 2) 60.6°C, 3) 57.7°C e 4) 55°C. M- 1 kb Marcador de peso molecular (NEB).

O plasmideo original (plJ10257) foi introduzido em E. coli BW25113 por
eletroporacdo. Estas células carregam o plasmideo plJ790, o qual possui um gene que
marca a recombinagdo Ared (GUST et al., 2003). Estas células competentes foram
transformadas com ~100 ng do cassette purificado e plaqueadas em meio LB contendo
apramicina. Das colonias obtidas, foram extraidos plasmideos o quais foram digeridos

para confirmacao da presensa do gene de resiténcia a apramicina (Figura 49).

14kb—>

Figura 49.Gel de agarose mostrando a disgestdo do plasmideo plJ10257 com enzima
Sacl (Roche). Seta indica os fragmentos (~1.4 kb) que correspondemq marcador de
selecdo apramicina, confirmando assim que o plasmideo contendo os staK e stal sdao
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apramicina resistente. Coluna M- Marcador molecular 1 kb (NEB), colunas 1 a 3
referem-se ao plasmideo plJ10257+ stal gene e colunas 4 a 6 ao plasmideo plJ10257+
staK gene.

4.10.2 Conjugacao e produc¢ao

Os genes das halogenases foram introduzidos em Amycolatopsis orientalis,
Actinoplanes teichomyceticus e Amycolatopsis sp. MJM2582 por conjugacdo do
plasmideo plJ10257 com E. coli ET12567/pUZ8002. A integragdo do plasmideo ndo
replicativo foi selecionada usando antibidtico apramicina para orientalis Amycolatopsis,
Amycolatopsis sp. MIM2582 e Actinoplanes teichomyceticus, e higromicina apenas para
cepa Actinoplanes teichomyceticus, uma vez que esta se mostrou sensivel a este
antibidtico. Todas as cepas mostraram crescimento caracteristico, conforme observado
para a cepa selvagem. Exconjugantes apramicina resistente foram cultivados sem
selecdo de antibidtico por duas rodadas em meio SFM. Foi realizado um streaking das

colonias para a ocorréncia do segundo evento de recombinagdo homologa ( Figura 50).

Figura 50. Streaking de colonias em placas contendo antibidtico de resiténcia
A.Amycolatopsis orientalis, produtora de vancomicina; B. cepa Amycolatopsis sp.
MIM2582, produtora de ristocetina; C. cepa Actinoplanes teichomyceticus, produtora de
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teicoplamina; D. cepa Actinoplanes teichomyceticus, produtora de teicoplamina usando
higromicina como marcador de selegao.

Estes mutantes foram usados para a producdo de antibidticos. Primeiramente
foram crescidos em meio de cultivo designado para cada cepa (conforme consta nos
materiais ¢ métodos item 3.9) e ap6s dois dias foram inoculados em meio de producao e

permaneceram por 7 dias, incubados a 30°C sob agitacdo constante (250 rpm).

4.10.3 Analises de Massa

Apoés a fermentacdo, as células bacterias produtoras de glicopeptideos foram
centrifugadas e o sobrenadante foi analisado em sistema Thermo Fisher Scientific
Surveyor HPLC acoplado a um espectrometro de massa Thermo
Scientific™ LCQFleet™ ion trap equipado com uma fonte de ioniza¢do ESI modo
positivo. Foi possivel observar no espectro que ha producdo de vancomicina, com
eluicdo de um pico caracteristico no tempo de 4.37 min (Figura 51A) e também de
teicoplamina no tempo de 5.65 min. (Figura 51C), para a cepa selvagem, os quais
correspondem a m/z 1449 e m/z 1880 para a vancomicina e teicoplamina,
respectivamente. Por outro lado, uma pequena producao de ristocetina pela cepa
selvagem Amycolatopsis sp. MIM2582 (Figura 51B) foi identificado com um pequeno

pico correspondente m/z 1034 que eluiu no tempo de 0.52 min.
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Figura 51.Analises LC-MS Analises LC-MS da producao pela cepa selvagem de
glicopeptideos: A. Amycolatopsis orientalis, produtor da vancomicina, tempo de elui¢do
de 4.37 min ; B. Amycolatopsis sp. MIM2582, produtor de ristocetina, tempo de eluigdo
de 0.52 min; C.Actinoplanes teichomyceticus, produtor de teicoplamina, tempo de
eluicdo de 5.65 min.Setas indicam os picos referents ao tempo de eluido. Cada espectro
mostra a monitorizagdo ionica seletiva para cada glicopeptido.

Trés mutates de cada cepa contendo o gene stal e outros trés mutantes de cada
cepa contendo gene staK foram selecionados. Andlises de LC-MS / MS de alta
resolu¢do dos sobrenadantes da cultura de Amycolatopsis orientalis confirmou a
produgdo vancomicina com massa (m/z) correspondente a M + H = 1449,254 Da. No
entanto, a adicdo de um halogénio ndo pdde ser confirmada: nada foi observado quando
se tentou identificar o pico de massa adicionada de um grupo cloro ([M + H]" = 1481-
1483) (Figura 52).

Do mesmo modo, observou-se a produgdo de teicoplamina por Actinoplanes
teichomyceticus. Os picos no espectro indicaram a produgao de teicoplanina (Figura 54)
corresponde a massa obtida pela cepa selvagem ([M + H]" = 1878-1882, dependendo da
presence de *’Cl ou %Cl). Nestas andlises, também ndo se conseguiu identificar

qualquer pico referente a massa de teicoplamina com a massa de um cloro a mais ([M +

92



H]" = 1913-1917). Teicoplamina pode ter diferentes cadeias laterais de acil, por isso um
segundo conjunto de picos de m / z também foi procurado. Os picos fracos observados
na Figura 54, para m/z 1913 e 1927 correspondem a is6topos naturais de teicoplamina,
em vez de novos compostos. Em rela¢do a produgdo de ristocetina por Amycolatopsis
sp. MJM2582 houve problemas com a identificagdo deste antibidtico em todos os
experimentos testados, embora tenhamos utilizado a mesma metodologia descrita e
estabelecida por Truman et al (2014) (Figura 53). Sendo assim, ndo foi possivel
observar e confirmar a produgio de ristocetina ([M + 2H]** = 1,034) por LC-MS / MS,
e consequentemente, a incorporagdo, ou nao, de um atomo de halogénio também foi
prejudicada. Assim mais experimentos seriam necessarios para melhorar a producdo

deste glicopeptideo e seus possiveis produtos halogenados.
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Figura 52.Cromatograma LC-MS da produgao de glicopeptideo por Amycolatopsis
orientalis (cepa produtora de vancomicina) do mutante contendo gene staK. m/z
1481.30 — 1483.50 refere-se a vancomicina adicionada de um halogénio. Nos
selecionamos trés coldnias para cada mutante construidos com staK e outras trés
coldnioas para mutantes contend stal. Entretanto, analises de massa monstram que todos
os mutantes mantém o mesmo padrdo da cepa selvagem.
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Figura 53. Cromatograma de massa buscando ristocetina produzida porAmycolatopsis
sp. MJM2582 contendo gene stal. O pico correspondente a producdo de ristocetina e
também a producdo de ristocetina acrescia de cloro (m/z1069.83 — 1071.34 ) ndo se faz
presente. O mesmo padrdo se manteve para todos os mutantes selecionados.
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Figura 54. Cromatograma (analises LC-MS) da producao de teicoplamina ([M+H]
1878.60 — 1882.00 [M+Na]'= 1892.00 — 1896.00). Trés mutantes para cada construg
com staK e outros trés referentes as construgdes com stal foram selecionados. (
mutante contendo gene stal, ¢ representado nesta figura indicando ndo haver pic



correspondentes para producdo de teicoplamina adicionada de cloro (m/z 1913.60 —
11917.00 ¢ m/z1927.60 — 1931.00)

Estudos revelam que a producgdo de teicoplamina depende tanto da geragdo
quanto da manutencdo da cepa produtora. A fim de aperfeicoar a producdo de
teicoplamina, nés também realizamos outras producdes modificando os meios de
cultivo. Foram utilizados o meio E25 (BELTRAMETTI et al., 2004) para cultivo da
cepa e meio TM1(TAURINO et al., 2011) para producao do antibidtico. Horbal (2014)
demonstrou que teicoplamina teve um aumento de produtividade de cerca de 1 g/L
quando utilizou-se 0 meio TM1 para producdo. Quando dois gene, teil5* ¢ teil6*,
foram integrados ao cluster génico sobre controle do gene de resisténcia aac(3)IV no
siteo de integragdo attBeC31 do cromossomo de A. teichomyceticus. Entretanto, as
modifica¢dess realizadas nos meios de cultura ndo alteraram o padrao de producido e,
consequentemente, picos no cromatograma referentes a um novo derivado clorado de
teicoplamina, cuja massa corresponde a m/z 1913,60 1927,6 ndo foram encontrados
(Figura 55). Trés mutantes para cada gene foram selecionados e o mesmo padrio foi

apresentado em todos.
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Figura 55. Base de picos da andlise cromatografica para a produgdo de teicoplamina
utilizando meio E25 para cultivo e meio TM1 para produgdo. Nao ha pico que se refere
a m/z 1913.60 — 1917.00 ou m/z 1927.60 — 1931.00, o qual correspondem para
teicoplamina acrescida de cloro.

Uma explica¢do possivel para a auséncia de producdo de novos derivados de
glicopéptidos halogenado pelas cepas mutantes pode ser devido a utilizagdo do

plasmideo integrativo ndo-replicativo (plJ10257). Alguns autores descrevem que a
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producao pelas cepas que transportam os vetores replicativos poderia ser diferente
daquelas contendo vetores integrativos. Isto pode ser causado pela diferenga no numero
de copias do gene por cromossomo (HORBAL et al., 2014). Proteinas que regulam a
expressdo, por regides promotoras de ligagdo, de outros genes do cluster poderia ser
outra hipétese para a ndo-incorporagdo de halogénios. Neste caso, Southern blotting
poderia confirmar se os genes heter6logos sdo expressos.

Com a inten¢do de melhorar a expressao de genes heter6logos, foram iniciadas a
clonagem dos genes stal e staK no vetor pKCPAmtcp29 , o qual ¢ baseado em
pKCPAm (derivado de pKC1139) (HORBAL et al., 2014). Este ¢ um vetor de alto
nimero de copias e possui promotor heterélogo aac(3)IVp. O gene tcp29 foi clonado no
sitio ECORV. No entanto, nds ndo fomos capazes de ligar os fragmentos génicos stal e
staK para os respectivos locais de restricdo. Mais tempo experimental seria necessario
para terminar estas construgdes e realizar os passos adjacentes, incluindo a andlise da
produgdo. Ainda de acordo com a literatura (HORBAL et al., 2014) a substituicdo dos
promotores nativos por promotores heterdlogo aac(3)IVp influéncia nos niveis de
produtividade de teicoplanina. Portanto, n6s também comecamos a trocar o PermE*
promotor de plJ10257 por aac (3) IVP para verificar a importancia do promotor, mas
estas etapas dos experimentos ndo foram concluidas devido ao tempo obtido de bolsa

BEPE no exterior.

5 Conclusao

Neste trabalho, a realizacdo da clonagem de 4 halogenases foram realizadas com
suceso. No entanto, uma delas apresentou-se insoluvel (Orf8*), uma com baixa
expressao (StaK) e duas sdo soltveis (ComH e Stal) e assim, foi dado continuidade nos
experimentos de purificacdo. Entretanto, ainda a fim de realizar os estudos com as
halogenase StaK, foi obtido gene sintético com o objetivo de se obter esta enzima na
fracdo soluvel. Expressdo e purificacdo revelaram que StaK foi apresentada na fragao
soluvel e com esta também pode-se dar continuidade com os experimentos de
cristalizagdo. Entretanto, analises espectroscopicas ainda nao foram realizadas.

Uma vez que testes de cristalizagdo para as enzimas ComH, Stal e StaK ndo
apresentaram sucesso, teste biofisicos preliminares foram realizados a fim de verificar a

qualidade das amostras. Dicroismo circular foi realizado e mostrou que estas enzimas
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estdo enoveladas e foi ainda possivel obter uma estimativa de porcentagem dos
elementos de estrutura secundaria das mesmas. A técnica de espalhamento dinamico da
luz (DLS) revelou que, com a variagdo de tampao houve uma mudanca significativa na
polidispersividade das amostras. Desta forma, foram realizadas alteragcdes nas condigdes
de purificacdo e novas tentativas de cristalizacdo e também novos experimentos
expectroscopicos foram realizados com a halogenase Stal e afim de confirmar esses
valores. Com uma alteracdo de tampao no processo de purificagdo foi possivel observar
nas analises espectrométricas de DLS que a enzima Stal encontra-se com valores dentro
dos parametros considerados como satisfatorios para cristalizagdo de enzimas (apensar
que novamente ndo tivemos sucesso). Dados de dicroismo circular foram novamente
obtidos e confimam que esta enzima esta enovelada.

Estudo de complementacdo para proteinas Stal e StaK foram realizados no
laboratério do Dr. Andrew Truman no John Innes Centre — UK, embora nao houve
produ¢do de um novo derivado halogenado como esperado. Entretanto, este estagio
forneceu uma base so6lida para o aprendizado em técnicas moleculares relacionada a
biossintese combinatorial e genética de Streptomyces.

A analise de alinhamento de sequéncias de halogenases relacionadas com a
biossintese de glicopeptideos permitiu inferir importantes questdes que podem estar
relacionadas com a um diferente padrao de halogenacdo entre as enzimas Stal e StaK da
biossintese do antibidtico A43749. Por fim, a obtencdo de modelos para estas duas
enzimas foi realizada com sucesso e nos pudemos obter insigths sobre o processo de
halogec¢do tanto em antibioticos glicopeptidicos em geral como nas bases estruturais que

determinam a especificifade e diferente padrdes de halogenacao pela Stal e StaK.
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