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“Who gets to determine when the old ends and the new
begins? It's not on the calendar, its’s not a birthday, its’s
not a new year, it's an event — big or small, something that
changes us, ideally it gives us hope, a new way of living
and looking the world, letting go of old habits, old
memories. What's important is that we never stop believing
we can have a new beginning (...)".

Franz Kafka



Resumo

As epodxido hidrolases (EHs) sdo enzimas que catalisam a conversdo de epoxidos em
didis vicinais. Esses compostos sdo menos reativos, menos mutagénicos, menos toxicos
e sdo excretados mais rapidamente das células pois apresentam maior solubilidade. Nas
reacdes de catalise, as EHs utilizam a &gua como o unico co-substrato, 0 que é uma
caracteristica particular desta classe enzimatica. Em microorganismos, elas atuam na
adaptacdo ao meio ambiente, metabolizando fontes naturais de carbono e
contaminantes. Em patégenos, como M. tuberculosis, atuam na viruléncia e
desintoxicacdo. Além disso, tém importantes aplica¢fes industriais, farmacéuticas e
agroguimicas, como a degradacédo de xenobioticos, separacao enantiomerica de misturas
de epoxidos, hidrolise regio e enantiosseletiva de de epdxidos quirais e biossintese de
antibidticos poliéteres iono6foros. Os objetivos do presente trabalho séo a cristalizacdo e
resolucdo estrutural das epdxido hidrolases BLEPH2 de Streptomyces wadayamensis e
TrEH de Trichoderma reesei, que apresentam interesse biotecnoldgico devido a
propriedades enantioseletivas e do mutante Lsd19 E197D (S. lasaliensis) e TsnB (S.
longisporoflavius), envolvidas na biossintese dos antibidticos poliéteres ionoforos
lasalocida e tetronasina, respectivamente. Estas enzimas foram co-cristalizadas com
diferentes epdxidos, inibidores, substratos e analogos de substrato e as estruturas foram
resolvidas por substituicdo molecular. A B1IEPH2 e TrEH apresentaram enovelamento
similar as o/B-Hidrolases, com dois dominios distintos, o dominio catalitico conservado
ou N-terminal e o dominio cap ou C-terminal. As estruturas de Lsd19 E197D e TsnB
apresentaram enovelamento caracteristico das Limoneno Epdxido Hidrolases, com dois
dominios — N-terminal e C-terminal — semelhantes entre si e formados por uma p-folha
e a-hélices dispostas de forma semelhante a um cone. Além disso, as enzimas do
presente estudo foram comparadas a outras EHs com estruturas ja resolvidas no que se
refere & presenca de residuos conservados nos sitos ativos. Dessa forma, levantamos

algumas hipoteses a respeito de mecanismo catalitico das EHs estudadas.

Palavras-chave: epoxido hidrolases, enantiosseletividade, poliéteres ionéforos,

produtos naturais, cristalografia.



Abstract

Epoxide hydrolases (EHs) are enzymes that catalyze the conversion of epoxides to
vicinal diols. These compounds are less reactive, less mutagenic, less toxic and are
excreted more rapidly from the cells because they have greater solubility. In the
catalysis reactions, the EHs use water as the only co-substrate, which is a particular
characteristic of this enzymatic class. In microorganisms, they act in the adaptation to
the environment, metabolizing natural sources of carbon and contaminants. In
pathogens, such as M. tuberculosis, they act on virulence and detoxification. In addition,
they have important industrial, pharmaceutical and agrochemical applications, such as
degradation of xenobiotics, enantiomeric separation of epoxide mixtures, regio and
enantioselective hydrolysis of chiral epoxides and biosynthesis of ionophores polyethers
antibiotics. The objectives of the present work are the crystallization and structural
resolution of the epoxide hydrolases BLEPH2 from Streptomyces wadayamensis and
TrEH from Trichoderma reesei, which show biotechnological interest due to
enantioselective properties and the mutant Lsd19 E197D (S. lasaliensis) and TsnB (S.
longisporoflavius), involved in the biosynthesis of the ionophores antibiotics lasalocid
and tetronasin, respectively. These enzymes were co-crystallized with different
epoxides, inhibitors, substrates and substrate analogues and the structures were resolved
by molecular substitution. BIEPH2 and TrEH showed similar folding to a/B-hydrolases,
with two distinct domains, the conserved or N-terminal catalytic domain and the cap or
C-terminal domain. The structures of Lsd19 E197D and TsnB presented a characteristic
folding of Limonene Epoxide Hydrolases, with two domains — N-terminal and C-
terminal — similar to each other and formed by a PB-sheet and a-helices arranged
similarly to a cone. In addition, the enzymes of the present study were compared to
other EHs with structures already resolved with respect to the presence of residues
conserved in the active sites. Thus, we raise some hypotheses about the catalytic

mechanism of the EHs studied.

Keywords: epoxide hydrolases, enantioselectivity, ionophores polyethers, natural

products, crystallography.
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| - INTRODUCAO

1) Epo6xido Hidrolases

Epdxidos sdo éteres ciclicos com um anel de dois carbonos e um oxigénio,
também denominado de anel oxirano e sua sintese ocorre a partir de reacbes de
oxidacdo de hidrocarbonetos alifaticos insaturados. Caracterizam-se por serem
eletréfilos muito mais reativos que os demais éteres devido as ligacdes C — O altamente
polarizadas e a tensdo do anel (Parker e Isaacs, 1959) e apresentam como nucledfilos
reagentes como a agua, aminas, tiois e alcoois. As reacdes de abertura dos anéis oxirano
ocorrem sob condi¢Bes acidas ou basicas e podem ser estereo ou regiosseletivas,
culminando com a formacé&o de um diol vicinal ou glicol, em que dois grupos hidroxila
(— OH) estdo ligados a dois atomos de carbono adjacentes (Sienel et al., 2014). As
reacOes estereosseletivas levam a formacdo preferencial de um estereoisdbmero,
moléculas que se diferem na disposicdo tridimensional dos 4&tomos (Chhabra et al.,
2013; Gal, 2013). As reacOes regiosseletivas formam preferenciamente um dos
isdbmeros constitucionais, com estruturas que diferem na posicdo de um substituinte, na
formacgéo da cadeia ou na localizagdo do grupo funcional apresentando, desse modo,

propriedades quimicas e fisicas distintas (Mcconathy e Owens, 2003) (Figura 1).
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Figura 1- Exemplos de reac@es regiosseletivas de abertura de anéis oxirano em etanol acido. As reacoes
originam isdmeros constitucionais distintos.

Os epoxidos e os produtos formados a partir das reacdes de abertura dos anéis
oxirano sdo reagentes de partida e intermediarios versateis para a sintese de moléculas
com atividades biologicas interessantes, sendo vantajosa a pureza estereoquimica para a
sua utilizacdo como substratos em sinteses assimétricas (Finney, 1998). Entretanto, para
0S organismos, esses epoxidos reativos podem possuir diferentes efeitos, sendo nocivos
ao reagirem com alvos biologicos criticos como o DNA e proteinas, gerando efeitos
mutagénicos, toxicos e carcinogénicos (Decker et al., 2009), sendo necessario um
mecanismo natural de detoxificacdo. Ja o0s epoxidos produzidos a partir de
hidrocarbonetos alifaticos enddgenos, presentes em microrganismos, plantas e animais,

em geral, sdo relativamente estaveis em condicdes fisiologicas, ndo apresentam efeitos
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nocivos para as celulas e organismos (Paillasse et al., 2012), no entanto, eles devem ser
controladamente transformados pela acdo do metabolismo (Morisseau, 2013).

As Epoxido Hidrolases (EH) sdo enzimas responsaveis pela catalise da abertura
dos anéis epdxido originando didis vicinais como produtos, sendo menos reativos,
menos mutagénicos, menos toxicos e que sdo excretados mais rapidamente das células
por apresentarem maior solubilidade quando comparados aos epdxidos. Nas reacdes de
catalise, essas enzimas utilizam a agua como Unico co-substrato, o que é uma
caracteristica particular dessa classe enzimatica. A atividade das EHs ndo requer
cofatores, grupos prostéticos ou ions metalicos, o que assemelha o seu mecanismo de
acao as serino proteases (Rink et al., 1997; Morisseau et al., 2002). A Figura 2
apresenta um exemplo de reacdo geral de abertura dos anéis oxirano pelas EHs, em que

inicialmente ocorre a abertura do epoxido e o carboxilato realiza o ataque ataque

nucleofilico.
*B
H

LO OH
o LR N HO R
(on J H,O Enzima

Ataque nucleofilico no epoxido Formacéo de um intermediario Liberagéo do diol apds a
pelo carboxilato do sitio ativo glicol ligado & enzima hidrélise

Figura 2— Mecanismo geral da hidrélise enzimatica de epoxidos. “B” representa o nucleodfilo aceptor de
elétrons presente no sitio ativo. Fonte: adaptada a partir de Finney, 1998.

As EHs apresentam diferentes papéis bioldgicos de acordo com o organismo em

que estdo presentes. Em microrganismos elas sdo predominantemente intracelulares,
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atuando na adaptacdo ao ambiente metabolizando fontes naturais de carbono (Van Der
Werf et al., 1999) e contaminantes ambientais (Jacobs et al., 1991). Em patdgenos,
como Mycobacterium tuberculosis, atuam na viruléncia e desintoxicacdo (Cole et al.,
1998). Em plantas e animais as EHs metabolizam lipideos (Newman et al., 2005;
Morisseau, 2013) e em insetos sdo responsaveis pelo metabolismo dos hormonios
juvenis (Newman et al., 2005). No figado de mamiferos sdo encontrados dois tipos
distintos de EHs, a microsomal (mEH) que esta presente no reticulo endoplasmatico e a
solivel (sEH), que pode estar contida no citosol ou pode ser excretada das células
(Wixtrom e Hammock, 1985; Meijer e Depierre, 1988). As enzimas microsomais
hidrolisam toxinas xenobiéticas, como epoxidos capazes de alquilar proteinas e acidos
nucléicos (Hammock et al., 1997). As sollveis agem no figado, desempenham papéis
bioldgicos nos rins e tecido vascular devido a sua atividade contra epdxidos lipidicos
(Fang et al., 2001; Imig et al., 2002), hidrolisando metabdlitos provenientes da
atividade do citocromo P450 e, dessa forma, auxiliam na regulacdo da presséo
sanguinea vascular, renal e cardiaca (Fleming, 2001). Além disso, essas enzimas Sao
responsaveis pela hidrolise da leucotoxina e isoleucotoxina, gerando didis que implicam
na cascata inflamatéria (Moghaddam et al., 1997). Diversos estudos estruturais dessas
epoxido hidrolases com base na cristalografia e dados de difracdo de raios-X tiveram
por objetivo identificar os sitios de ligacdo a diferentes inibidores e quais dessas
moléculas apresentaram maior afinidade pela enzima (Tanaka et al., 2011; Amano et
al., 2014). Desse modo constituem uma importante ferramenta no tratamento de
diversos quadros clinicos que apresentam relacdo direta ou indireta com essa classe de

enzimas.
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Além das funcbes e aplicacOes citadas anteriormente, as EHs sdo responsaveis
pela biosintese dos antibidticos poliéteres iondforos (Dutton et al., 1995). Esses
compostos pertencem a classe dos poliéteres policiclicos, um subgrupo de produtos
naturais com consideravel diversidade estrutural, propriedades antifungica, anticancer e
antibidtica, cuja biossintese é de origem policetidica ou terpénica (Vilotijevic e Jamison,
2009). Os primeiros poliéteres iondforos foram isolados no inicio da década de 1950 e,
desde entdo, centenas deles foram caracterizados (Westley et al., 1981; Westley, 1986;
Dutton et al., 1995). Todos sdo produzidos por actinomicetos, derivando em sua grande
maioria do género Streptomyces. Sua funcdo bioldgica esta diretamente relacionada com
a sua capacidade de formar complexos lipossollveis reversiveis, facilitando o transporte
de ions especificos através das membranas bioldgicas (Pressman, 1976; Taylor et al.,
1982; Russell e Houlihan, 2003). Desse modo, ocorrem alteragcdes nos gradientes de
concentra¢do normais das células, resultando em desequilibrio i6nico, mudancas de pH,
sobrecarga de célcio, peroxidacdo dos lipideos e ruptura das membranas plasmaticas
(Russell e Houlihan, 2003; Novilla, 2012).

Estruturalmente, os ionéforos possuem anéis éter saturados de 5 ou 6 carbonos
(Figura 3) e podem apresentar outros elementos estruturais incluindo os grupos hidroxi,
metoxi, halo e fenil e sistemas heterociclicos incomuns, alguns dos quais podem ser
importantes para a atividade biolégica. De modo geral, exibem um grupo carboxil em

uma das extremidades e um ou dois grupos hidroxil em outra (Pressman, 1976).
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Figura 3— Exemplos de antibioticos poliéteres ion6foros.

A lasalocida (Berger et al., 1951; Harned et al., 1951) produzida a partir de
Streptomyces lasaliensis (Migita et al., 2009), é um dos ion6foros policiclicos mais
relevantes. Juntamente com a salinomicina (produzida por S. albus) (Miyazaki et al.,
1974), ambos os compostos apresentam grande importancia na criacdo de aves, ja que
ao serem inseridas junto a alimentacdo desses animais, atuam como coccidiostaticos
auxiliando no controle e prevencdo da coccidiose ocasionada por diversas linhagens de

Eimeria spp e infecgdes bacterianas secundarias, diminuindo grandemente a
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mortalidade das aves (Shumard e Callender, 1967; Mathis et al., 2014). Algumas
vacinas disponiveis contra a coccidiose sdo compostas por linhagens vivas de Eimeria
sp relativamente tolerantes aos iondforos, o que permite a combinacdo do efeito
quimioterapéutico precoce do ionoforos com o efeito profilatico tardio da vacinacéo
(Tewari e Maharana, 2011). Essas vacinas apresentam trés espécies diferentes do
microrganismo (E. acervulina, E. tenella e E. maxima) e possuem a vantagem de
permitir o uso de iondéforos durante as primeiras semanas de idade quando a imunidade
ndo é completa e as aves permanecem susceptiveis, sendo que o antibidtico limita o
aumento da infeccdo durante o periodo de desenvolvimento da imunidade (Vermeulen
et al., 2001). Os ionoforos carboxilicios, quando administrados na alimentacdo das aves,
afetam diretamente os estagios assexual e sexual do desenvolvimento de Eimeria sp por
causar falha no transporte normal dos ions Na* e K* (Smith et al., 1981; Smith e
Galloway, 1983). Como exemplo desse mecanismo, 0 antibidtico permite a entrada de
cations por meio da membrana plasmaética e, como consequéncia, hd aumento na
atividade da bomba de sodio e potéssio, diminui¢cdo do ATP interno e estimulacdo da
glicélise no microrganismo. A continua exposi¢cdo a esse composto resulta em um
aumento do gradiente osmotico e consequente entrada de agua, com isso, O
microrganismo necessita de energia para manter a homeostase e quando ha esgotamento
energeético, ocorre a lise celular e morte do parasita (Smith et al., 1981; Mehlhorn et al.,
1983).

Em criagdes de animais ruminantes, a lasalocida e a monensina (S.
cinnamonensis) (Pressman et al., 1967) sdo utilizadas como aditivos alimentares que

atuam no metabolismo exercendo grande importdncia no manejo nutricional desses
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animais e prevenindo desordens metabdlicas (Bergen e Bates, 1984). A tetronasina
(TSN) (Lin et al., 2009; Lin et al., 2010) produzida pela actinobactéria Streptomyces
longisporoflavius, assim como a lasalocida, também tem importancia no metabolismo e
ganho de peso em ruminantes (Davies e Broome, 1982; Davies et al., 1982). Esses
ionéforos promovem a alteracdo da populacdo bacteriana do rumen diminuindo as
bactérias Gram-positivas e aumentando o nimero das Gram-negativas (Bergen e Bates,
1984; Russell e Strobel, 1989), além de reduzirem o nimero de protozoarios ruminais
(Beauchemin et al., 2008).

Durante a digestdo ruminal, os microrganismos convertem o0s carboidratos em
acidos graxos volateis (AGV) (Bergen e Bates, 1984; Corah, 1991) como por exemplo,
os acidos acético, propibnico e butirico, que sdo os AGVs mais importantes gerados
nesse processo. Com as populag6es normais de Gram-positivas, sdo produzidas maiores
concentracBes de &cido acético e butirico e 0 &cido propiénico em menores quantidades,
sendo este ultimo o principal precursor de glicose no metabolismo dos ruminantes. Com
a adicdo dos ionoforos na alimentacgdo e, a consequente mudanga na microbiota ruminal,
as bactérias Gram-negativas produzem concentragfes maiores de &cido propidnico e
menores dos acidos acético e butirico, melhorando a eficiéncia da fermentacdo do
rimem o que resulta na economia de quantidades substanciais de energia (Bergen e
Bates, 1984; Russell e Strobel, 1989; Callaway et al., 2003; Novilla, 2012) e o aumento
de peso dos animais. Como a fermentagéo gera a producéo de gases metano e amonia,
os iondforos também contribuem para a reducdo desses gases por diminuir a
disponibilidade de H; para a producdo de CH,4 (Tedeschi et al., 2003; Patra, 2012). No

gado leiteiro, os ion6foros sdo responsaveis pelo aumento da producdo do leite com
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niveis reduzidos de gordura (Hayes et al., 1996; Duffield et al., 2003). Os iont6foros sdo
considerados seguros quando usados nas espécies-alvo dentro das dosagens
recomendadas pelo fabricante. A intoxicacdo pode ocorrer quando dosagens elevadas
desses antibioticos sdo adicionadas aos alimentos ou quando estes sdo incluidos
inadvertidamente ou acidentalmente em dosagens nao corretas para determinada espécie
animal (Nogueira et al., 2009).

As fontes de novas EHs ndo estéo limitadas aos (micro)organismos conhecidos.
O isolamento de novos microrganismos a partir de amostras de agua e solo e a posterior
realizacdo de ensaios enzimaticos com diferentes concentracdes de epdxidos,
principalmente o 6xido de estireno, no qual é medida a quantidade dos epoxidos que
ndo foram hidrolisados, constitui um método pratico para averiguar se determinada
linhagem apresenta atividade para epdxido hidrolases. Como exemplos de
microrganismos do solo, estdo os géneros Streptomyces sp e Trichoderma sp. O género
Streptomyces sp, que possui mais de 500 espécies descritas, é constituido por
actinomicetos que correspondem a 40% do total de bactérias presentes no solo. Esses
microrganismos sdo responsaveis pela sintese de uma ampla variedade de produtos
naturais de interesse biotecnoldgico, produzindo aproximadamente dois ter¢os dos
antibioticos que ocorrem naturalmente (Mohanraj e Sekar, 2013). Os estreptomicetos
sintetizam uma série de enzimas de importancia ecoldgica como as quitinases, proteases
e celulases que possuem atividade fungicida para algumas linhagens de fungos
patogénicos e também participam da decomposicdo de matéria vegetal presente no solo

(Golinska e Dahm, 2011). Além disso, produzem as epdxido hidrolases, porém o papel
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fisioldégico que elas apresentam nesses estreptomicetos ainda ndo esta claramente
elucidado (Zocher et al., 2000).

Outra classe de microrganismos que se destaca pela producdo de epdxido
hidrolases é o género de fungos ndo-lignoliticos Trichoderma sp que caracterizam-se
pela alta tolerancia a compostos poluentes. Existem diversos estudos que avaliam a
capacidade que esses organismos apresentam de realizar a biorremediacdo do solo
contaminado por organoclorados provenientes de agrotoxicos (Matsumura e Boush,
1968; Smith, 1995; Kataoka et al., 2010; Senthilkumar et al., 2011; Argumedo-Delira et
al., 2012). Nesses microrganismos as monooxigenases do citocromo P450 e as epdxido
hidrolases sdo responsaveis por realizar as reacGes de detoxificacdo e a catalise da
biotransformacdo xenobittica (Marco-Urrea et al., 2015) a partir da degradagdo da
dieldrina, gerando aldrina trans-diol (Kataoka et al., 2010). Além disso, estudos
recentes com as EHs de Trichoderma reesei (De Oliveira et al., 2016a; b) demonstraram
por meio de testes enzimaticos com Oxido de estireno que essas enzimas apresentam a
propriedade de enantiopreferéncia em uma mistura racémica do susbtrato testado.

A propriedade de enantiopreferéncia ou enantiosseletividade das epoxido
hidrolases permite com que essas enzimas atuem preferencialmente em um dos
enantibmeros de uma mistura racémica, o qual serd convertido no diol correspondente.
Nessas reacdes, 0s produtos estereoisoméricos sao formados em quantidades desiguais o
que é conhecido como excesso enantiomérico (ee). A partir do ponto de vista da
quimica sintética, as EHs consideradas ideais apresentam alta enantiosseletividade, cuja
reacdo possui rendimento tedrico maximo de 50%. Nesse caso, apenas um dos epdxidos

da mistura racémica é convertido em um produto diol e o epdxido que ndo sofre a
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reacdo apresenta-se enantiopuro ao final desse processo (Figura 4A). Além disso,
também apresentam grande interesse as enzimas com baixa enantiosseletividade e
elevado grau de enantioconvergéncia, pois apresentam um rendimento tedrico de 100%,
em que todos os epoxidos da mistura racémica sdo convertidos em um Unico diol
enantiopuro (Archelas et al., 2016). Estas propriedades de enantiosseletividade e
enantioconvergéncia dependem, em grande parte, da procedéncia da enzima, ou seja, do
microrganismo de origem, e esta essencialmente relacionado ao arranjo estrutural do
sitio ativo que influencia no reconhecimento de um enantiémero especifico (Costa e

Amorim, 1999; Archelas et al., 2016).
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Figura 4— Exemplos de reacfes enantiosseletivas realizadas por epdxido hidrolases. A) Reacdo de alta
enantiosseletividade e rendimento tedrico de 50%. B) Reacdo de baixa enantiosseletividade e elevada
enantioconvergéncia com rendimento teérico de 100%. As estrelas representam os centros quirais. Fonte:
adaptada a partir de (Archelas e Furstoss, 2001).
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Epdxidos e didis enantiopuros sdo intermediarios quirais ou blocos de
construcdo que podem ser utilizados na sintese de compostos biologicamente ativos
como antibioticos (Ueberbacher et al., 2005), drogas antifingicas (Monfort et al.,
2004), antiandrogénicos (Fujino et al., 2006), receptores agonistas e antagonistas
(Monterde et al., 2004), heteroesterdides (Bottalla et al., 2007), inibidores de protease
do HIV (Pedragosa-Moreau et al., 1996; Benedetti et al., 2014), drogas antinflamatdrias
ndo esteroidais (Cleij et al., 1999) e outros produtos naturais. Devido a amplitude de
funcBes bioldgicas, implicacGes em diversas moléstias e propriedades enantioseletivas,
além de serem encontradas em diversos organismos, desde 0s procariotos até
mamiferos, o estudo funcional, bem como estrutural das EHs apresenta grande
importancia ndo apenas na area médica e farmacéutica, como também na inddstria
quimica na selecdo de compostos enantioméricos com grau de pureza superior
(Archelas e Furstoss, 2001). Essa é uma importante justificativa para se investir no
estudo dessas enzimas, em que a mutagénese sitio-dirigida, seguida pela cristalizacéo e
resolucdo das estruturas cristalograficas oferecem as bases necessérias para se conhecer
seu mecanismo, modos de acdo e inibidores de subtrato. A grande maioria das EHs
descritas na literatura até o presente momento pertencem a familia de hidrolases
classicas com conformacédo estrutural o/, o que inclui as esterases e demais enzimas
com mecanismos semelhantes de agdo. As demais EHs sdo enzimas conhecidas como
Epdxido Hidrolases ndo-classicas ou Limoneno Epdxido Hidrolases (LEH) que
possuem uma série de particularidades no seu modo de acdo e estdo envolvidas na
sintese dos poliéteres policiclicos. Abaixo estdo descritas as principais caracteristicas

estruturais e funcionais de cada um dos tipos de EHs.
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a) a/B-Hidrolases

As Epoxido Hidrolases classicas ou o/B-hidrolases recebem essa denominagéo
devido a sua conformagdo estrutural. Essas enzimas apresentam dois dominios distintos:
1) um dominio conservado, também denominado de dominio catalitico, hidrolase ou C-
terminal, que é constituido por uma B-folha central cercada por a-hélices e 2) um
dominio variavel, também conhecido como dominio cap ou N-terminal, que localiza-se
acima do sitio ativo e é formado geralmente por um numero varidvel de a-hélices.
Outras enzimas estruturalmente semelhantes as EHs com arranjo de a-hélices e B-folhas
sdo as esterases, haloalcano dehalogenases, lipases e amidases (Heikinheimo et al.,
1999; Lenfant et al., 2013). Elas utilizam um mecanismo catalitico que envolve a triade
catalitica conservada Asp/Ser/Cys-His-Asp/Glu (nucleofilo-histidina-acido), dois
residuos de Tirosina e uma molécula de agua localizados na parte superior dos loops do
dominio catalitico (Archelas et al., 2016). Como exemplo, a o/B-hidrolase de M.
tuberculosis (Mtb EH) possui uma a cadeia polipeptidica com 356 aminoacidos
(Argiriadi et al., 1999; Gomez et al., 2004), o dominio hidrolase (residuos 1-129 e 276-
356) é composto por uma B-folha formada por oito fitas paralelas e curvadas cercadas
por cinco a-hélices e o dominio cap (residuos 130-275) apresenta sete a-hélices
sucedidas por loops flexiveis (Biswal et al., 2008). A Figura 5 apresenta a conformacao

estrutural geral da Mtb EH.

27



C Dominio Cap

Dominio Hidrolase

Figura 5-Visdo geral da estrutura secundaria da Mtb EH. O dominio hidrolase apresenta as fitas § em
magenta e as a-hélices em azul e verde. O dominio cap esta representado em amarelo. Fonte: adaptado de
Biswal et al., 2008.

Quanto ao arranjo do sitio ativo, a Mtb EH possui a triade catalitica que
compreende os residuos Asp104-His333-Asp302. O Aspl104 ¢ o nucledfilo e localiza-se
em um pequeno loop que conecta a fita B5 a hélice a3, o que é conhecido como
“cotovelo nucleofilico”. O residuo His333 ¢ um residuo basico que atua ativando uma
molécula de agua, e esta situado em um longo loop que conecta a fita 10 e hélice a13
C-terminal ao dominio hidrolase. O Asp 302 orienta o0 grupo imidazol da His333 e esta
localizado no loop que conecta a fita 9 e a hélice al2 ao dominio hidrolase. Diversos

outros residuos desempenham um papel importante no mecanismo de catalise dessa
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enzima como as tirosinas Tyrl64, Tyr272 e Tyrl05 e a fenilalanina Phe36 (Figura 6)

(Biswal et al., 2008).

ol2

Asp302

B9 po
B10 ol3

Figura 6— Residuos do sitio ativo da Mth EH. Os residuos Asp104, His333 e Asp302 formam a triade
catalitica e estdo representados em verde. Os demais residuos que auxiliam na catélise estdo
representados em ciano — Tyrl64, Tyr272, Phe36 e Trpl05. A agua é representada por uma esfera
vermelha e as ligacfes de hidrogénio sdo representadas por linhas pontilhadas em magenta. Nessa
estrutura houve a incorporacéo do ion acetato (em amarelo) que forma interacfes de hidrogénio com
grupos fendlicos OH dos residuos Tyr164 e Tyr272. Fonte: adaptada de Biswal et al., 2008.

A atividade das enzimas com configuracdo o/B-hidrolase é realizada em trés
diferentes etapas, aqui representadas na Figura 7 a partir da epdxido hidrolase de M.
tuberculosis: 1) O aspartato Asp104, nucledfilo da triade catalitica, abre o anel epoxido
através do ataque nucleofilico (Arand et al., 1996; Rink et al., 1997), sendo esta reacéo
auxiliada pelas tirosinas conservadas Tyrl164 e Tyr272 que estdo localizadas no dominio

cap (Argiriadi et al., 2000). Nessa etapa, 0 acido carboxilico do aspartato ataca um
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carbono do anel oxirano do substrato epdxido ligado, resultando em um éster

intermediario formado transitoriamente e as tirosinas polarizam o anel epoxido ao

formar ligacdes de hidrogénio com o oxigénio oxirano; 2) O intermediario resultante,

uma alquil-enzima (éster intermediario), é subsequentemente hidrolisada por uma

molécula de agua ativada pela histidina His333 que atua como aceptor de prétons que,

por sua vez € auxiliado pelo residuo &cido, Asp302. A reacdo € estabilizada por duas

amidas suporte que contribuem na manutencdo do nucledfilo catalitico dos demais

residuos (Nardini et al., 1999; Zou et al., 2000); 3) Na ultima etapa, o produto diol

formado é liberado, deixando a triade catalitica da enzima que é restaurada (Biswal et

al., 2008; Archelas et al., 2016).
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Figura 7— Mecanismo catalitico das o/p-hidrolases representado a partir da EH de M. Tuberculosis.

Fonte: adaptada a partir de Biswal et al., 2008.

30



Dentre as epoxido hidrolases cléssicas, estdo as enzimas B1EPH2, identificada
no genoma de Streptomyces wadayamensis e a TrEH, uma EH putativa presente no
genoma do fungo filamentoso Trichoderma reesei. Essas enzimas sao recentes objetos
de estudos do nosso grupo de pesquisas em conjunto com colaboradores. Como essas
EHs ainda ndo apresentam estruturas cristalograficas conhecidas ou publicadas na
literatura, faz-se de grande interesse o seu estudo para averiguar suas propriedades
cataliticas e enantioseletivas, além de investigar seus pormenores estruturais para
comparagdo com outras epdxido hidrolases classicas conhecidas de microrganismos.

Quanto a enzima de T. Reesei, TrEH, De Oliveira e colaboradores (2016)
realizaram 0s primeiros experimentos de caracterizacdo e atividade enzimatica. De
acordo com testes enzimaticos de enantioseletividade, utilizando o 6xido de estireno
como substrato, foi demonstrado que essa enzima hidrolisa o (S)-0xido de estireno de
modo mais eficiente que o enantidmero (R), indicando que essa enzima apresenta
elevado grau de enantioseletividade (De Oliveira et al., 2016b). Com isso, € de grande
valia a resolugdo estrutural dessas enzimas para verificar o mecanismo de
funcionamento do sitio catalitico que comprove o processo de enantioseletividade

dessas enzimas.
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b) Limoneno Epoxido Hidrolases

As Limoneno Epoxido Hidrolases (LEH), ou Epoxido Hidrolases nao-classicas
possuem essa nomenclatura devido a semelhanca estrutural que apresentam com a
limoneno-1,2-epoxido hidrolase de Rhodococcus erythropolis DCL14 (Figura 8A) (Van
Der Werf et al., 1998) que foi a primeira enzima dessa classe a ser identificada. As LEH
sdo uma parte da via de degradacdo do limoneno em R. erythropolis DCL14 que
permite que a bactéria utilize o composto terpénico como Unica fonte de carbono e
energia, catalizando a hidrdlise do limoneno-1,2-epoxido gerando o diol vicinal
limoneno-1,2-diol (Figura 8B) (Van Der Werf et al., 1999). As LEH séo diferentes das
a/B hidrolases tanto no aspecto funcional como estrutural. Por exemplo, as LEH séo
muito menores, ndo apresentam o0s residuos cataliticos altamente conservados com as
a/B-hidrolases (Barbirato et al., 1998) e, além disso, apresentam um enovelamento
totalmente diferente com uma estrutura nova de sitio ativo (Arand et al., 2003). Por fim,
diversos experimentos demonstraram que 0 mecanismo de catalise entre ambas as
classes de EHs € substancialmente distinto (\Van Der Werf et al., 1998; VVan Der Werf et
al., 1999; Arand et al., 2003), principalmente pela hidrélise dos epoxidos ocorrer sem a
formagdo de um intermediario covalente enzima—substrato nas LEH (Van Der Werf et

al., 1999; Arand et al., 2003).
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Figura 8- Limoneno Epdxido Hidrolase de Rhodococcus erythropolis DCL14. A) Estrutura geral
identificada no Protein Data Bank como INWW. B) Exemplo da reacdo do Limoneno realizada pela LEH
de R. erythropolis.

Tanto a estrutura quanto o0 modo de acdo das LEH podem ser exemplificadas
com base na sintese do poliéter ionoforo lasalocida. A sintese desse antibidtico é
realizada a partir da Lsd19, enzima encontrada no genoma de Streptomyces lasaliensis.
Hotta e colaboradores (Hotta et al., 2012) obtiveram a primeira estrutura cristalografica
da Lsd19 na forma de holoenzima e em complexo com analogos de substrato e,
posteriormente, Wong e colaboradores (Wong et al.,, 2015) resolveram a mesma
estrutura em complexo com o substrato nativo lasalocida. A Lsd19 consiste em dois
dominios altamente homologos compostos por trés a-hélices e uma B-folha com seis
fitas arranjadas de forma semelhante a um cone, cuja cavidade forma um profundo sitio
de ligacdo ao substrato. Os dominios N-terminal ou Lsd19A e C-terminal ou Lsd19B
sdo ligados por um pequeno loop e conformacgOes estruturais semelhantes, porém o
dominio Lsd19B apresenta um loop adicional com 18 residuos de comprimento

préximo a entrada do sitio ativo (Figura 9) (Hotta et al., 2012).
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Lsd19A Lsd19B

Figura 9- Visdo geral do fold da estrutura da Lsd19. O dominio N-terminal ou Lsd19A esta representado
em rosa; o dominio C-terminal ou Lsd19B esta representado em ciano. O extra loop-hélice-loop estdo
representados em verde. Fonte: elaborada pelo autor a partir de Hotta et al., 2012.

De acordo com os estudos realizados por Hotta et al., 2012 e Wong et al., 2015,
0 sitio ativo do dominio Lsd19A é formado pelos residuos Tyrl4, Asp38, Asp65,
Thr100, Val102, Met117, Trp121 e Trp128 (Hotta et al., 2012) que estdo representados
na Figura 10A onde também podem ser observadas trés moléculas de formato
provenientes do tampdo de cristalizacdo. Quanto ao dominio Lsd19B, os amino&cidos
que compdem o sitio ativo sdo His146, Aspl70, Argl77, His186, Glul97, His231,
Tyr251, Met253, Met266 e Trp270, sendo que dentre eles, os residuos putativos
responsaveis pela catéalise do processo de formacdo dos anéis éter do antibi6tico séo
His146, Aspl70, Glul97 e Tyr251. Nesse dominio a metionina 253 promove uma
diminuicdo na profundidade da cavidade catalitica em comparacdo a cavidade do

dominio Lsd19A, o que permite que apenas um epoxido ciclizado se ligue ao sitio ativo
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em uma Unica orientacdo, sendo determinante para a seletividade do substrato. A Figura
10B apresenta o sitio ativo do dominio C-terminal em complexo com o substrato
lasalocida, a disposicdo dos residuos de aminoacidos e as interacdes de hidrogénio

existentes entre os residuos e o substrato; a molécula de glicerol é proveniente do

H231
Lsd19B

Lasalocuda A ( /_

tampdo de cristalizacdo (Wong et al., 2015).

* b € wizs

\V Wiz

Lsd19A

) 4N

( A
’%3 4 \W270\\

Figura 10- Sitio ativo da Lsd19. A) Detalhe dos residuos cataliticos do dominio Lsd19A. Em amarelo
estd o formato. B) Detalhe dos residuos cataliticos do dominio Lsd19B. Em amarelo esta representado o
substrato lasalocida A. Os aminodacidos estdo representados em laranja. Fonte: adaptada a partir de Wong
etal., 2015.

Os antibidticos e outros produtos naturais com diversas atividades bioldgicas e
propriedades farmacologicas geralmente sdo classificados como policetideos,
metabdlitos secundarios relacionados a sobrevivéncia e defesa do organismo produtor.
A Lsd19, assim como outras enzimas relacionadas a biossintese de policetideos,
apresenta o cluster génico policetideo-sintase (PKS) tipo I. Esse sistema génico foi

descoberto inicialmente na via biossintética da eritromicina (Cortes et al., 1990) e
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caracteriza-se por apresentar uma série de enzimas multifuncionais organizadas em
modulos, em que cada um deles € responsavel pela catalise de uma etapa de elongacao
da cadeia policetidica (Shen, 2003; Chan et al., 2009). Na sintese da lasalocida, estdo
envolvidos sete genes policetideo-sintase, genes epoxidase e epdxido hidrolase para a
formacdo sequencial de éteres ciclicos e diversos genes putativos responsaveis pelo
fornecimento de etilmalonil-CoA (Migita et al., 2009). A Lsd18 ou LasC, é uma
epoxidase putativa presente no cluster génico PKS da Lsd19, que possivelmente esta
envolvida na formacéo do precursor da lasalocida, a bisepoxiprelalasalocida, composta
de dois anéis epdxido (bisepoxido) (Smith et al., 2008) o que pode ser comprovado por
Migita e colaboradores (2009) que realizaram a delecdo da regido génica
correspondente a Lsd18 e verificaram que na auséncia dessa enzima a lasalocida néo foi
produzida (Migita et al., 2009).

A partir da sintese da bisepoxiprelasalocida A, ocorrem reacfes de abertura ou
quebra dos anéis epoxido e sucessivas ciclizagbes que permitem a formacdo do
antibiético como produto final (Cane et al., 1983; Minami et al., 2011; Hotta et al.,
2012; Wong et al., 2015). Baldwin propds algumas regras no que se refere a facilidade
do processo de fechamento de anéis ou ciclizagcBes na quimica orgénica. Essas regras
sdo de natureza empirica e foram elaboradas para aplicacdo em sistemas onde o 4tomo
de carbono que sofre o ataque nucleofilico apresenta geometria bem definida. Um
prefixo numerico € utilizado para indicar o nimero de dtomos do anel a ser formado,
seguido pelos termos Exo — quando a ligagdo que se quebra € exociclica ao anel que se
forma — ou Endo — indicando a quebra de uma ligacdo endociclica ao anel que esté se

formando (Baldwin, 1976). Uma reacdo pode ser favordvel ou desfavordvel com base
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no alinhamento adequado dos orbitais moleculares; as reaces favoraveis sao aquelas
em que o comprimento e a natureza da cadeia que realizara a ligacdo permitem com que
os atomos formem facilmente a juncdo final do anel e, consequentemente sdo
energeticamente favoraveis; ja as reacdes desfavoraveis, exigem severas distor¢des nas
distancias e angulos de ligacdo, dificultando o fechamento do anel. As reacdes
desfavoraveis sdo conhecidas como Anti-Baldwin, ja que contrariam as regras gerais de
ciclizacéo (Vilotijevic e Jamison, 2009; Gilmore e Alabugin, 2011).

A LEH de Streptomyces lasaliensis, durante a sintese da lasalocida, apresenta
dois mecanismos distintos de acordo com as regras de Baldwin. Primeiramente, o
dominio Lsd19A cataliza a abertura dos epoxidos da bisepoxiprelasalicida A e,
posteriormente, realiza uma reacdo exociclica de fechamento de anel, levando a
formacdo de um anel com cinco 4tomos; essa primeira reacdo é favoravel. Em seguida,
0 dominio Lsd19B realiza uma segunda etapa de fechamento de anéis, uma reacédo
endociclica que resulta em um anel de seis atomos. Essa segunda reacdo desfavoravel,
ou Anti-Baldwin, é determinante no processo de regiosseletividade da enzima e esta
presente na biossintese de outros antibi6ticos como a narasina e salinomicina (Baldwin,
1976; Shichijo et al., 2008; Smith et al., 2008; Migita et al., 2009; Gilmore e Alabugin,
2011; Hotta et al.,, 2012). A Figura 11 apresenta 0 mecanismo de ciclizacdo da

lasalocida a partir do substrato bisepoxiprelasalocida A.
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Figura 11— Representacdo do mecanismo de formacdo de éteres ciclicos no processo de sintese da
lasalocida A. No esquema, 0s anéis com cinco atomos sdo representados em azul e indicam as reacles
favoraveis do tipo “5-exo” e 0S anéis com seis 4tomos sdo representados em vermelho e indicam as
reagdes desfavoraveis do tipo “6-endo” (ou anti-Baldwin). Fonte: Adaptado a partir de Hotta et al., 2012 e
Wong et al., 2015.

Outros exemplos de antibidticos poliéteres sintetizados a partir das limoneno
epoxido hidrolases, sdo a tetronasina (TSN) e a tetronomicina (TMN), poliéteres
tetronatos cuja biosintese apresenta uma série de reacdes estereoespecificas complexas e
sdo estruturalmente diferentes dos outros ionéforos (Grandjean e Laszlo, 1983). Durante
a biossintese da TSN e da TMN, ocorre a formagdo de um grupo epoxido que é aberto
para formar um éter furano, sendo que duas classe de enzimas estdo diretamente

envolvidas nesse processo: as epoxidades TmnC e TsnC que controlam a
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regioespecificidade e a estereoespecificidade da etapa de ciclizagcdo oxidativa; e as LEH
TmnB e TsnB responsaveis pela abertura dos epdxidos (Demydchuk et al., 2008).

Assim como as demais LEH, a TsnB e TmnB apresentam um sitio ativo formado
por diversos residuos hidrofébicos e uma triade catalitica na regido mais profunda do
sitio ativo: Asp38, His54 e Glu65, residuos estes essenciais na catalise de outras LEHS,
incluindo a Lsd19 relacionada a sintese da lasalocida. Por um lado do sitio ativo 0s
residuos Asp38 e His54 sdo responsaveis pelo ataque nucleofilico do grupo epdxido;
pelo outro lado, o residuo Glu65 é responsavel pela ativacdo do grupo epoxido. Na
estrutura da TsnB, o residuo Trpl21 é conservado, indicando sua possivel relagdo no
reconhecimento e estereoseletvidade do substrato (Hotta et al., 2012).

Nosso grupo de pesquisa obteve as estruturas tridimensionais da TsnB e da
TmnB e, por isso, podemos levantar hipoteses sobre os mecanismos de reconhecimento
por substratos para essas enzimas. Pela analise do sitio ativo dessas enzimas é possivel
observar que a presenca de residuos hidrofébicos com cadeias laterais longas parece
exercer influéncia no posicionamento de substratos no sitio ativo (manuscrito em
preparacdo). Entretanto, para o completo entendimento desses mecanismos de estéreo e
regioseletividade, analises funcionais mais aprofundadas sdo necessarias.

Apesar das epoxidases relacionadas com a formagdo de grupos epoxidos nas
cadeias policetidicas dos poliéteres ndo terem sido estudadas e nenhum estudo
bioguimico e estrutural ter sido feito, acredita-se que elas também coordenam a regio e
a estereoseletivade da formacao dos éteres ciclicos desses compostos. Devido a algumas
semelhangas com as escaleno epoxidases sabe-se que elas sdo enzimas dependentes de

FAD, porém o mecanismo de catalise e a estrutura dessas enzimas sdo completamente
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desconhecidos. Portanto, dois pontos intrigantes e extremamente interessantes do ponto
de vista da biologia estrutural que ainda permanecem desconhecidos sobre a biossintese
de poliéteres iondforos sdo: a propria estrutura das epoxidases e como a natureza evolui
e lanca de mecanismos para realizar o reconhecimento e catalise de substratos em
produtos com estereoquimica tdo diversa. Ndo se sabe como ocorre a formacdo desses
grupos nas cadeias de policetideos lineares, uma vez que ndo ha qualquer estrutura para
essa classe de enzima e uma analise de pesquisa utilizando o BLAST ndo mostra
qualquer estrutura com identidade consideravel com suas sequéncias, sendo interessante
a realizacdo de estudos enzimaticos e estruturais dessas enzimas para se tentar conhecer

um pouco mais a respeito do funcionamento e mecanismo catalitico.
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Il - OBJETIVOS

Objetivos gerais:
e Compreender os mecanismos moleculares e estruturais de diferentes Epoxido
Hidrolases soluveis de interesse biotecnoldgico e Epdxido Hidrolases envolvidas

na biossintese de antibidticos poliéteres ionéforos.

Objetivos especificos:

e Determinar as estruturas das Epdxido Hidrolases B1EPH2 e TrEH, que
apresentam interesse biotecnoldgico e do mutante Lsd19 E197D e TsnB,
envolvidas na biossintese de antibidticos poliéteres ionoforos;

e Averigurar as propriedades enantiosseletivas dessas enzimas;

e Comparar seus sitios ativos em relacdo aos residuos cataliticos e sua interacao
com o substrato/ligante e comparar conformacéo estrutural geral da enzima e do

sitio ativo com outras epdxido hidrolases anteriormente estudadas.
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11l - METODOS

O presente trabalho foi realizado com base nos seguintes métodos: expressao de
proteinas, purificacdo, ensaios de cristalizacdo, difracdo de raios-X e determinacdo
estrutural. As etapas de clonagem, que antecedem a expressao das proteinas, foram

realizadas pelos grupos de pesquisa de nossos colaboradores.

1) Clonagem e Expressao

a) Epoxido Hidrolase de Streptomyces wadayamensis — BLEPH2

A etapa de clonagem foi realizada pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra. Luciana
Gonzaga de Oliveira, 1Q — UNICAMP. O gene B1EPH2 presente no genoma de
Streptomyces wadayamensis A23 foi amplificado por PCR, inserido em vetor de
clonagem e, em seguida, inserido no vetor de expressdo pET-28b(+) (os detalhes
referentes a clonagem ndo foram concedidos pois estdo sob andlise para depdsito de
patente). Os plasmideos contendo o gene clonado foram fornecidos ao nosso grupo de
pesquisa para a realizagdo dos experimentos subsequentes.

Para a expressdo da proteina, o vetor pET-28b(+) contendo o gene especifico
B1EPH2 foi transformado em E. coli BL21(DE3) pelo método do choque térmico. As
células transformadas foram distribuidas sobre placa de Petri contendo 25 mL de meio
LB-Agar (Bertani, 1951) solidificado e suplementado com Canamicina na concentragio
de 30 mg/mL. As placas semeadas com as células transformadas foram levadas a estufa

sob temperatura de 37°C por aproximadamente 20 h para o crescimento das col6nias.
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Em seguida, procedeu-se com o preparo do pré-inoculo, em que uma das
colbnias de E. coli BL21(DE3) previamente transformada foi transferida para 400 mL
de meio LB esterilizado e suplementado com Canamicina na concentracdo de 30
mg/mL. O pré-indculo foi levado ao shaker a 37°C e 200 rpm por um periodo de 16 h.
Posteriormente, foi preparado o indculo a partir de 6 L de meio 2x YT com Canamicina
(30 mg/mL). O meio 2x YT foi feito pesando-se 59 de NaCl, 10g de extrato de levedura
e 169 de triptona para cada 1 L de adgua destilada.

O indculo foi levado ao shaker a temperatura de 37°C e 200 rpm até atingir a
densidade o6tica (OD) de 0,6, sendo a leitura realizada em comprimento de onda de
600nm. Em seguida, a expressao foi induzida com 0,4 mM de IPTG e a temperatura foi
ajustada para 18°C. A cultura foi mantida sob agitacio e temperatura constantes por um
periodo de 18 h.

A cultura foi centrifugada a 6.000 rpm por 25 minutos para a formacdo de
precipitados, sendo que os mesmos foram armazenados a -20°C e o sobrenadante foi

descartado.

b) Epoxido Hidrolase de Trichoderma reesei — TrEH

As etapas de clonagem, expresséo e purificacdo da TrEH foram realizadas pelo
grupo de pesquisa do Prof. Dr. Felipe Santiago Chambergo Alcade do Laboratdrio de
Bioguimica e Biotecnologia de proteinas, EACH — USP. A linhagem de Trichoderma
reesei utilizada (QM 9414) foi obtida na American Type Culture Collection (ATCC
26921). A ORF TrEH foi amplificada a partir do DNA genémico de T. reesei por PCR

com oligonucleotideos especificos (TrEH-F: 5’-
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CCGGAATTCATGGACACCAGCAAG CTCAAG-3’ e TrEH-R: 5’-
ACGCGTCGACCTA CAACGCAGCCTTGGT CGCACC-3’). O produto do PCR foi
inserido no vetor pPROEX-HTa (Invitrogen) e a proteina recombinante foi expressada

em E. coli BL21(DE3).

¢) Mutante E197D de Streptomyces lasaliensis — Lsd19 (Lsd19 E197D)

Os experimentos de clonagem e avaliacdo da atividade do mutante in vivo foram
realizadas pelo grupo de pesquisa do Professor Peter Leadlay (Department of
Biochemistry — University of Cambridge). A mutacdo consistiu na troca do aminoacido
Acido Glutdmico pelo Acido Aspartico na posicdo 197 para avaliar qual o efeito
exercido pela mudanca de residuo na estrutura e na atividade da enzima. Inicialmente o
gene foi amplificado por PCR a partir do cosmideo M7G utilizando-se a enzima
Phusion® High-fidelity PCR Master Mix com tampéo GC (Finnzymes) de acordo com
o0 protocolo oferecido pelo fabricante. Os primers utilizados nas rea¢6es de PCR foram o
LasB Ndel: 5°GGG CGG GCA TAT GCC TGC GGA GAC GGT GC-3’ e o
LasB_HindIIl: 5°-CCG GGG ACG AAT TCG TGT CGC-3’. O produto de PCR
contendo o gene lasB foi ligado em um plasmideo pUC18 digerido resultando no
plasmideo pUC18/lasB. O gene lasB foi excisado do plasmideo pUC18/lasB por meio
de digestfes subsequentes com as enzimas de restricdo Ndel e Hindlll e posteriormente
inserido no vetor digerido pET28a(+) (Novagen).

Para a expressdo da proteina, o plasmideo resultante, pET28/lasB foi
transformado em E. coli BL21(DE3) co-transformada com o plasmideo contendo o

sistema de chaperonas GroEL/GroES (pGro7) (Takara).
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As celulas transformadas foram inoculadas em 200 mL de meio LB esterilizado
e suplementado com os antibiéticos Canamicina e Cloranfenicol na concentracéo de 30
mg/mL. O pré-indculo foi levado ao shaker a 37°C e 200 rpm por um periodo de 16h.
Em seguida, foi preparado o inoculo a partir de 4 L de meio 2x YT com Canamicina e
Cloranfenicol (30 mg/mL), sendo levado ao shaker a 37°C e 200 rpm. Quando a OD
atingiu o valor de aproximadamente 0,5 foi adicionado a cada litro de inéculo 1 mL de
L-arabinose na concentracdo de 50 mg/mL para a inducdo da expressdo das chaperonas.
Na OD de 0,6 foram adicionados 400 pL de IPTG a 1M, sendo a temperatura ajustada
para 18°C. Os frascos permaneceram no shaker por um periodo de 18 a 20 horas sob
agitacdo de 200 rpm. O indculo foi centrifugado a 6.000 rpm por 25 minutos e, entdo, 0s

precipitados foram armazenados a -20°C.

d) Epdxido Hidrolase de Streptomyces longisporoflavius — TsnB

O gene codificante da enzima foi clonado pelo grupo de pesquisa do Professor
Peter Leadlay (Department of Biochemistry — University of Cambridge). Os plasmideos
PET28b/TsnB contendo o gene de interesse foram fornecidos ao nosso grupo de
pesquisa, onde foram realizados 0s experimentos subsequentes. O plasmideo foi
inicialmente transformado em E. coli BL21(DE3) e, as etapas seguintes que compdem a

expressdo da proteina foram realizadas de modo semelhante a Lsd19 E197D.
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2) Purificagéo

No presente trabalho, foram realizados dois métodos distintos de purificacdo de
proteinas, a cromatografia de afinidade (Porath et al., 1975; Hemdan et al., 1989) e
cromatografia de gel filtracdo ou exclusdo molecular (Lathe e Ruthven, 1955; Porath e
Flodin, 1959; Hagel, 2001). Na cromatografia de afinidade foi utilizada a coluna NiSO;-
loaded HiTrap™ 5 mL column High Performance, GE Healthcare. Na gel filtracdo
foram uttilizadas as colunas Superdex 200 16/60 e 75 16/60, ambas da GE Healthcare.
As colunas foram conectadas sistema FPLC AKTA Purifier e AKTA Start (GE
Healthcare Life Sciences).

Inicialmente, os precicpitados resultantes da etapa de expressdo passaram por
um processo de preparacdo, para entdo serem aplicados nas colunas. Os precipitados
foram retirados do freezer para descongelamento e, em seguida, foram adicionados
aproximadamente 25 mL de tampdo de ligacdo (ver Tabela 1), 200 pL de inibidor de
serino protease PMSF (1 mg/mL), 200 uL de Lisozima (1 mg/mL) e 200 uL de Dnase
(1 mg/mL). Apds homogeneizacdo, as células do precipitado foram lisadas com o
auxilio do sonicador (Branson Sonifier 450) por aproximadamente 10 minutos e
centrifugadas a 12.000 rpm por 50 minutos. O precipitado resultante do processo de lise
foi descartado e o sobrenadante, ou lisado, foi utilizado na purificacéo.

A coluna de afinidade foi previamente equilibrada com aproximadamente 30 mL
(ou 6 volumes de coluna) de tampéo de ligacdo. O lisado resultante da Gltima etapa de
centrifugacdo foi aplicado na coluna HiTrap, seguindo-se com o processo de eluicdo em

que foi realizado um gradiente de concentracdo de 0-100% do tampédo (Tabela 1). O
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eluido proveniente da afinidade foi concentrado até um volume aproximado de 2 mL
utilizando-se o concentrador Millipore Sigma UFC901024 Amicon® Ultra-15.

Para a cromatografia de gel filtracdo, a coluna foi previamente equilibrada com
120 mL de tampédo (ou 1 volume de coluna) (Tabela 1). Em seguida, a amostra
concentrada foi aplicada na coluna, seguindo-se com a eluicdo da proteina. Apos as
etapas cromatograficas, foi realizado o SDS-PAGE (Laemmli, 1970) com gel de
poliacrilamida 15% e coloracdo com Coomassie Brilliant Blue para verificar a massa

molecular e pureza das proteinas.

Tabela 1- Tampdes utilizados nas etapas de purificacdo.

50 mM HEPES pH8,0 50 mM HEPES pH8,0

B1EPH2 300 mM NaCl A + 500 mM Imidazol 300 mM NaCl
10% glicerol
50 mM Tris-HCI 50 mM Tris-HCI pH7,5
TrEH 500 mM NacCl A + 300 mM Imidazol 500 mM NaCl
50 mM Imidazol pH7,5 10% glicerol
50 mM HEPES pHS,0
Lsd19 E197D 300 mM Nacl A+500 mM Imidazol >0 MM HEPES pH8,0
. 300 mM NacCl
10% glicerol
TsnB 50 mM HEPES pH8,0 A +500 mM 50 mM HEPES pHS8,0
200 mM NacCl Imidazol 200 mM NaCl

3) Ensaios de Cristalizagdo e Difracdo de Raios-X

A técnica de cristalizagdo utilizada no presente trabalho foi a difusdo de vapor
(Forsythe et al., 2002; Rhodes, 2006), por meio de dois métodos distintos, 0 método de
gota sentada ou “sitting drop” e o método de gota suspensa ou “hanging drop”. Em

ambos os métodos, volumes iguais de proteina concentrada foram misturados com
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diferentes solugdes precipitantes, permitindo a difusdo de vapor entre a gota e a solugéo
do poco. A Figura 12 apresenta um esquema de cada um dos métodos utilizados na

etapa de cristalizacdo e os detalhes na montagem das placas.

A B
iR Laminula e <
———Isolante —-——_—>_/’
—b% Proteina + Solucéo s |

Precipitante (1:1)

Solucéo Precipitante

<« Reservatorio

Figura 12— Esquema representando os diferentes métodos de cristalizagdo por difusdo de vapor. A)
Método de cristalizagdo gota sentada ou “sitting drop”. B) Método de cristalizagdo gota suspensa ou
“hanging drop”. Fonte: figura elaborada pelo autor.

Apos a purificacdo, as proteinas foram concentradas e submetidas aos ensaios de
cristalizacdo. Os screenings iniciais foram realizados pelo método de gota sentada em
placas de 96 pocos (Hampton Research) utilizando-se os kits de cristalizacdo Crystal
Screen, Crystal Screen 2, PEGRx 1/2, Classic, Basic, JCSG e JBScreen Wizard
(Hampton Research e Jena Bioscience), sendo o volume final das gotas de 0,6 pl com a
proporgdo de 1:1, com 0,3 pl proteina e 0,3 pl da solucédo de cristalizacdo. Essa etapa foi
executada na Facilitie ROBOLAB do Lnbio — CNPEM, Campinas, SP e no nosso
laboratério com o auxilio do rob6 Oryx 4 (Douglas Instruments, UK). Apos a
montagem das placas, as mesmas foram mantidas sob temperatura constante de 18°C.

Apos a obtengdo dos hits, foi realizado o refinamento manual das condigdes de

cristalizacdo a fim de se obter cristais de qualidade adequada para a coleta de dados de
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raios-X. Cristais ideais para a difracdo apresentaram maior tamanho e formas mais
definidas. Para isso, foram aterados os parametros quimicos que influenciam a
cristalizacdo como pH, forca ibnica, concentracdo dos precipitantes e fatores fisicos
como o volume das amostras de proteina e solucdo do poco e temperatura. Além desses
parametros, foram adicionados diferentes ligantes as amostras proteicas, método
conhecido como co-cristalizacdo. A B1EPH2 foi co-cristalizada com os epdxidos cis-
2,3-epoxibutano; trans-2,3-epoxibutano; 1,2-epoxioctano; exo-2,3-epoxinorbornano;
oxido de estireno; 6xido de 1,4-ciclohexeno; Oxido de ciclopenteno; 6xido de
ciclohexeno; trans-1,2-epoxilimoneno;  fenil-glicidil-éter;  butil-glicidil-éter e
fosfomicina, todos na concentracdo de 5 mM. A TrEH foi co-cristalizada com
valpromida e 6xido de estireno (10 mM). Para a Lsd19 foi utilizado o substrato
lasalocida (10 mM) e a TsnB foi co-cristalizada com glicidil-butil-éter; trans-2,3-
epoxibutano; cis-2,3-epoxibutano e 1,2-epoxioctano (10 mM).

O refinamento foi realizado pelo método gota pendurada em placas Linbro® de
24 pocos. Foi utilizado o volume de 400 pL de solucdo de cristalizagdo por poco e cada
gota apresentou o volume total de 2 pL na relagdo 1:1, com 1 pul de proteina e 1 pl do
ligante associado a solucdo de cristalizacdo. Apds a montagem, as placas foram
mantidas em sala climatizada com temperatura constante de 18°C. As placas contendo a
Lsd19 E197D foram montadas em duplicatas para serem mantidas sob temperaturas
diferentes, 18°C e 4°C. As placas foram analisadas com o auxilio de microscopio
estereoscopico a partir de 24 horas apds a montagem para acompanhar a formacgéo dos

cristais.
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Apos a obtencdo dos cristais otimizados das proteinas do presente estudo, 0s
mesmos foram levados ao sincrotron para a coleta dos dados de difracdo de raios-X. Na
linha MX2/LNLS, Campinas — Brasil foram coletados os dados dos cristais da BIEPH2.
Os dados referentes aos cristais da TrEH, Lsd19 E197D e TsnB foram coletados na

linha PETRA-III/DESY, Hamburgo — Alemanha.

4) Determinacédo Estrutural

O processamento dos dados obtidos nas coletas foi realizado com o auxilio do
programa XDS (Kabsch, 2010) e o escalonamento feito a partir do programa Aimless
(Evans e Murshudov, 2013) do pacote CCP4i (Winn et al., 2011). O numero de
moléculas da unidade assimétrica foi calculado utilizando-se o programa Matthews
Coefficient (Kantardjieff e Rupp, 2003) também do pacote CCP4i (Winn et al., 2011).

Todas as estruturas foram resolvidas por substituicdo molecular utilizando-se
0 programa Phaser (Mccoy et al., 2007; Evans e Mccoy, 2008). Os ajustes do modelo de
densidade eletronica foram feitos com o auxilio do software COOT (Emsley et al.,
2010) e o refinamento das estruturas com o programa phenix.refine (Afonine et al.,
2012) do pacote PHENIX (Terwilliger et al., 2009).

As figuras e sobreposicGes das estruturas foram feitas com o auxilio do
software PyMOL Molecular Graphics System, Versdo 1.8 Schrédinger, LLC e as
analises de sequéncias de similaridades entre as estruturas foi realizada com o auxilio do
servidor Dali Database (Holm e Rosenstrom, 2010). As analises das cavidades dos sitios

ativos das enzimas foram realizadas pelo servidor POCASA (Yu et al., 2010).
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IV — RESULTADOS E DISCUSSAO

1) Epoxido Hidrolase BIEPH2

a) Purificacdo

Apos a expressdo, a BIEPH2 foi submetida a cromatografia de afinidade que
estd representada pelo cromatograma da Figura 13A. De acordo com a figura, pode-se
observar que o perfil cromatografico apresentou dois picos distintos, EL1 e EL2,
eluidos a partir do volume de 125 mL (25 volumes de coluna) nas concentracfes de 10 e
15%, respectivamente, do tampéo de eluicdo a 500 mM. A Figura 13B apresenta o0 SDS-
PAGE 15% corado com Coomassie Blue proveniente das fracGes obtidas nessa etapa de
purificacdo. No gel, a proteina aparece pura e sem bandas contaminantes nos dois picos

e com massa molecular de aproximadamente 37 kDa.

A NL B M P FS N LEUER

I T
\( 50 kDa & 3 >
l 37kDa

EL2 2502
1900 EL1 ‘

L+5%8 1
L I\ * Tl

e Vio
Volume (mL)

Absorbancia 280 nm (mAU)

Figura 13— Cromatografia de Afinidade da BLEPH2. A) Cromatograma resultante. NL= N&o- Ligado; L +
5% B= Lavagem do ndo-ligado com 5% do tamp&o de eluicdo; EL1 e EL2= Picos resultantes do processo
de eluicdo.B ) SDS-PAGE das fracBes obtidas na cromatografia. M= Marcador (kDa); P= Pellet; FS=
Fracdo Solluvel; NL= N&o- Ligado; L= Lavagem do ndo-ligado com 5% do tampdo de eluicdo; EL1 e
EL2= Picos resultantes do processo de eluicéo.
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A B1EPH2 e as demais enzimas do presente estudo foram clonadas com a
adicdo de uma cauda de histidina adicionada na regido C ou N-terminal. A His-tag, a
qual apresenta por volta de seis residuos e acrescenta 1 kDa ao peso molecular final da
enzima, € indispensavel ao processo de purificacdo por afinidade por niquel. Nos
experimentos aqui descritos, a coluna utilizada possui uma matriz sélida composta por
ions de niquel imobilizados com grupamentos expostos. A afinidade é proveniente de
ligacdes reversiveis formadas entre o ion metalico da matriz (o centro de adsorc¢do) e o
nitrogénio do grupamento imidazol presente na cauda de histidina, que doa elétrons para
o Ni**. Durante o processo de eluicdo, a dessorcdo se deu pelo uso do agente
competidor imidazol, que possui maior afinidade pelo sitio de ligacdo que a molécula
que esta adsorvida (Porath et al., 1975; Sulkowski, 1989; Chaga, 2001). O gradiente de
imidazol permitiu 0 aumento da forca i6nica e, dessa forma a dessor¢do da proteina para
0 meio em uma determinada concentragdo. Esse método necessita da introducao de mais
uma etapa subsequente para eliminar o imidazol, no caso a cromatografia de gel
filtracdo ou diélise (Bresolin et al., 2009). Nao foi realizada a clivagem da cauda de
histidina apds essa etapa de purificacéo.

Apo6s o processo de purificacdo por afinidade, foi feito um pool dos picos
resultantes da eluicdo e a BIEPH2 foi concentrada e submetida a purificacdo por gel
filtracdo analitica para verificagdo do peso molecular e do estado oligomérico da
enzima, além da retirada do imidazol proveniente da afinidade. A Figura 14 apresenta o
cromatograma correspondente ao perfil de eluicdo da enzima utilizando-se uma coluna
Superdex 200 (16/60). A curva em azul apresenta a BLEPH2, em que pode-se observar

que a eluicdo ocorreu volume de retencdo de 60 mL. Através da calibragdo da coluna
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com proteinas com peso molecular conhecido e analise de regressdo linear, pdde-se
confirmar que a proteina eluiu como um hexamero. Em relacdo ao estado oligomérico
da enzima apresentado pela gel filtracdo, ndo foram encontradas referéncias na literatura
de outras epdxido hidrolases hexaméricas. A curva em vermelho apresenta os picos das
proteinas com pesos moleculares conhecidos utilizadas como padrdo para calibracdo da
coluna. A ferritina (440 kDa) apresenta volume de retencdo de 53,90 mL; a aldolase
(158 kDa) elui em 65,64 mL; a conalbumina (75 kDa) elui em 74,13 mL; a ovalbumina

(43 kDa) elui em 79,59 mL e a anidrase carbdnica (30 kDa) elui em 88.22 mL.
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Figura 14— Cromatografia de Gel Filtracdo Analitica da B1EPH2. A curva em azul corresponde ao
volume de retengdo da B1EPH2. A curva em vermelho apresenta os picos das proteinas com pesos
moleculares conhecidos utilizadas como padrao para calibragdo da coluna. F= ferritina, AL= aldolase, C=
conalbumina, O= ovalbumina, AC= anidrase carbdnica.
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b) Ensaios de Cristalizacéo e Difracéo de Raios-X

As condicdes de cristalizacdo da BLEPH2 estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2— Condigdes de cristalizacdo da B1IEPH2.
. BwEPH2 |
Concentragao Proteina 10 mg/mL
Kit JBScreen Wizard
0,1 M de cacodilato de sédio pH 6,5
1 M de citrato de tri-sodio
0,1 M de cacodilato de sédio pH 7,35
0,7 M de citrato de tri-sddio
cis-2,3-epoxibutano; trans-2,3-epoxibutano;
fenil-glicidil-éter e butil-glicidil-éter
Periodo Crescimento 3-4 dias
Temperatura 18°C

Condigao Inicial (“hits”)
Condicao Refinamento

Co-cristalizagao

Os cristais (Figura 15A) difrataram a uma resolucdo de 2.37A e pertencem ao
grupo espacial tetragonal P 4; 2 2. O padrdo de difracdo de raios-X aparece
representado na Figura 15B. Ndo foram utilizados crioprotetores, pois apds diversos

testes verificou-se que esses compostos impossibilitaram a difragdo dos cristais.

Figura 15— Cristalizacdo e Difracdo de Raios-X da B1EPH2. A) Cristais com valpromida visualizados
em microscopio estereoscdpico com aumento de 80X. B) Imagem de difracdo de raios-X.
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A estrutura da B1EPH2 foi resolvida a partir da substituicio molecular
utilizando como modelo a epdxido hidrolase de Mycobacterium tuberculosis (PDB
2E3J]) (Gomez et al., 2004; Tanaka et al., 2011), sendo que ambas apresentam
identidade de aproximadamente 49%. A estrutura final apresentou trés protémeros na
unidade assimétrica com 938 residuos (cerca de 330 por mondmero) e 217 moléculas de
agua com Rgyctor € Ryree finais de 18,9% e 24,1%, respectivamente. Os dados de raios-X e

estatisticas cristalograficas da BIEPH2 encontram-se sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3— Estatisticas dos dados de cristalografia e refinamento da BLEPH2.

B1EPH2
Fonte de Raios-X/ Comprimento de Onda (A) MX2/1.45
Resolucdo (A) 49.05 —2.37
Grupo Espacial P4,22
Célula Unitaria 107.890 107.890 235.79 90 90 90
Reflexdes Totais 52543
Reflexdes Unicas 9730 (3689)
Multiplicidade 54
Completeza (%) 99.42 (98.45)
I/sigma(l) 10.11 (2.52)
R-merge 0.198 (0.453)
R-work (%) 0.1891
R-free (%) 0.2411
Residuos 938
RMS Ligagdes/ Angulos 0.009/1.34

Ramachandran Favorével/ Permitido/ Outliers (%) 96/3.56/ 0.44

c) Determinacédo Estrutural

Apesar da estrutura final ter apresentado trés protdmeros na unidade assimétrica,
a formacdo de um hexadmero pode ser obtida através de uma operacdo de simetria do
cristal P 4, 2 2 corroborando com os resultados obtidos na gel filtracdo analitica da
B1EPH2 (Figura 14). A Figura 16 apresenta a estrutura quaternaria hexamérica da

B1EPH?2 (i) e as diferentes interfaces de dimerizagéo realizada pelos protdmeros (ii). As
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superficies dos protdmeros B/A, F/C e D/E apresentam area aproximada de 440A?, 12
ligacBes de hidrogénio e um total de 14 interacdes idnicas, apresentando um padrdo de
dimerizacdo semelhante a de Mycobacterium tuberculosis (Biswal et al., 2008). Ja as
interfaces entre os protdmeros C/B, E/F e A/D possuem uma area de aproximadamente
467A%, 9 ligagdes de hidrogénio, um total de 10 interacdes idnicas e com um padréo de
dimerizacdo diferente de outras SEH conhecidas. As areas das superficies de
dimerizacdo foram calculadas com o auxilio do programa PISA (Krissinel e Henrick,

2007).

Figura 16— Estrutura quaternaria da BLEPH2. i) Hexdmero com os protdmeros indicados pelas letras A-F
e cores distintas; ii) Tipos diferentes de superficies de dimerizagdo presentes no hexamero. ES= eixo de
simetria.

A BI1EPH2 apresentou o enovelamento caracteristico de outras Epoxido
Hidrolases soluveis (SEH) com estruturas ja resolvidas, sendo constituida por dois
dominios, o dominio o/p hidrolase e o dominio cap (Argiriadi et al., 1999). O dominio

a/p hidrolase é topologicamente conservado em todas as epoxido hidrolases classicas e
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¢ composto por uma B-folha formada por oito fitas retorcidas, sendo as duas primeiras
antiparalelas e as demais s&o arranjadas paralelamente. Além disso as fitas da B-folha
séo intercaladas por cinco a-hélices, sendo duas de um lado e trés do lado oposto. O
dominio cap € constituido apenas por a-hélices, assim como as demais EHs classicas,
porém essa regido é altamente varidvel e € responsavel pelo reconhecimento do
substrato. Esse dominio apresenta sete a-hélices e extensos loops que tornam essa
regido mais flexivel que o dominio hidrolase, podendo inclusive apresentar mudangas
conformacionais quando liga-se ao substrato. Além das o-hélices e P-folha, estdo
presentes outras hélices menores (n) de conformagdo intermediaria, com um ntimero

reduzido de residuos (7 a 12) (Toniolo e Benedetti, 1991) (Figura 17).

Dominio Cap

Dominio a/B Hidrolase

Figura 17— Estrutura tridimensional da BIEPH2. O dominio cap esta apresentado em verde (a-hélices).
O dominio o/B-hidrolase esta apresentado em vermelho (B-folha) e ciano (a-hélices). As 3ip-hélices (1)
estdo em cinza e os loops em laranja. NE=Nucleophilic Elbow (residuo Asp104 em violeta).
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O sitio ativo da BIEPH2 esta localizado em um sulco com aproximadamente
30A entre os dominios cap e hidrolase, sendo constituido por residuos de ambos os
dominios. Além disso, como observado em outras sEH, a superficie eletrostatica da
B1EPH2 indica que a regidao mais profunda e a entrada da cavidade do sitio ativo séo
negativamente carregadas de modo similar a superficie da enzima que é
predominantemente negativa. A Figura 18A apresenta a superficie eletrostatica geral da
B1EPH2, em que as cores vermelho, branco e azul representam as cargas negativa,
neutra e positiva, respectivamente. A Figura 18B apresenta a superficie em corte vista

sob angulos opostos, onde destaca-se a cavidade do sitio ativo.

Figura 18- Superficie eletrostatica da BIEPH2. A) Superficie geral mostrando as diferentes cargas.
Azul= positiva; Branco= neutra; Vermelho= negativa. B) Superficie em corte.
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Em relacdo aos residuos que compdem o sitio ativo, a BLEPH2 apresenta a
triade catalitica conservada caracteristica das o/B-hidrolases, que estd localizada no
dominio hidrolase. A triade é constituida pelo Aspl04 que forma o cotovelo
nucleofilico ou “nucleophilic elbow”, um pequeno loop localizado entre B5 € a3 no
dominio hidrolase (Figura 17), a base geral His333 localizada no loop entre n3 e B7 e
que se liga ao Asp302 (loop entre B6 ¢ all) por interacdes de hidrogénio. Além disso, a
B1EPH2 apresenta duas tirosinas conservadas Tyrl64 e Tyr272 na hélice a5 e entre 09
e al10, respectivamente (dominio cap) que sdo responsaveis por orientar o oxigénio do
grupo epdxido do substrato (Figura 17 e 19) e tém demonstrado serem essenciais para a
atividade da enzima (Rink et al., 2000). Os residuos Asp302 e Glu38 sdo responsaveis
por orientar a cadeia lateral da His333 para a ativagdo de uma molécula de agua. O sitio
ativo da BIEPH2 apresenta mais trés aminoacidos importantes: a Phe36, o Trp105 e o
Trp334 que sdo responsadveis por orientar a posicdo dos residuos His333 e Tyr272
durante a catalise enzimatica (Figura 19).

Foram realizados diversos experimentos visando a obtencdo da estrutura da
B1EPH2 em complexo com o inibidor de EH valpromida e os substratos epdxido cis-
2,3-epoxibutano; trans-2,3-epoxibutano; 1,2-epoxioctano; exo-2,3-epoxinorbornano;
oxido de estireno; 6xido de 1,4-ciclohexeno; oOxido de ciclopenteno; éxido de
ciclohexeno;  trans-1,2-epoxilimoneno;  fenil-glicidil-éter;  butil-glicidil-éter e
fosfomicina. Entretanto, a andlise do sitio ativo da BLEPH2 revelou a presenca de uma
densidade eletronica que ndo corresponde a qualquer outro composto orgénico utilizado
na preparacdo e cristalizacdo da enzima. A identificacdo de inibidores ou analogos de

substrato para essa enzimas e, consequentemente a determinacdo da estrutura em
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complexo com esses ligantes, é importante para a compreensdo do funcionamento da

mobilidade dos loops do dominio cap.

Figura 19— Residuos do sitio ativo da BLEPH2. Os residuos em laranja participam da catélise da enzima.
Os residuos representados em amarelo sdo responsaveis por orientar os residuos cataliticos. W1 é a agua
que indica a posi¢do do oxigénio do grupo epoxido e W2 é a agua catalitica que é ativada pela His333.

De acordo com o Protein Data Bank, juntamente com os dados obtidos no Dali
Database em relacdo ao PDB da B1EPHZ2, foi encontrada apenas uma estrutura
resolvida de outra a/B-hidrolase pertencente ao género Streptomyces sp, porém com
similaridade estrutural & B1IEPH2 de apenas 11%. A estrutura pertence & EH de S.
carzinostaticus e ainda ndo possui artigos publicados, apenas a estrutura depositada no
banco de dados (PDB 5F4Z). Entretanto, conforme os valores obtidos pelo servidor Dali

Database, os PDBs referentes as estruturas de M. tuberculosis (PDB 2E3J) (Biswal et
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al., 2008), Solanum tuberosum (PDB 4UHB) (Mowbray et al., 2006), roedor (PDB
1CQZ) (Argiriadi et al., 1999) e humana (PDB 3ANS) (Gomez et al., 2004)
apresentaram, respectivamente, 49%, 38%, 35% e 36% de similaridade com a BIEPH2.
Quando realizadas as sobreposi¢des no Pymol da BLEPH2 com essas estruturas, o valor
médio do rmsd foi de aproximadamente 0.80A, indicando grande similaridade
estrutural. O valor rmsd ou Root-Mean-Square Distance esta relacionado ao grau de
similaridade de duas estruturas tridimensionais de proteinas, que geralmente é medido
entre pares de atomos equivalentes, sendo uma comparacdo quantitativa quando se
sobrepde duas estruturas. Quanto mais proximo de O for o valor de rmsd, mais
semelhantes sdo as estruturas, sendo que esse parametro é medido em Angstrém (A)
(Carugo e Pongor, 2001).

A Figura 20 apresenta a BLEPH2 de Streptomyces wadayamensis sobreposta a
estrutura da EH de Homo sapiens. Na sobreposicdo geral das estruturas (Figura 20A),
pode-se observar que o dominio o/f hidrolase se apresentou conservado e as diferengas
mais nitidas entre elas estdo presentes no dominio cap. A Figura 20B apresenta o cap
das enzimas sobrepostas e as regides em destaque compreendem o0s residuos 194 a 247.
A sEH humana (PDB 3ANS), em complexo com um inibidor (Tanaka et al., 2011) e na
forma de holoenzima (Gomez et al., 2004), apresenta essa regido do dominio cap na
conformacdo fechada. Do mesmo modo, a BIEPH2 na forma de holoenzima apresentou
a conformacao do loop como “lid” fechado, sendo que apenas a estrutura dessa enzima
em complexo com analogos de substrato ou ligantes pode responder a questao referente

ao movimento de loop nessa regido do sitio ativo e plasticidade da BLEPH2.
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Figura 20— Estrutura da BLEPH2 sobreposta a SEH humana. A) Estrutura geral. B) Detalhe dos loops do
dominio cap. BLEPH2 em ciano e Homo sapiens em azul. SA=sitio ativo.

Além da andlise das estruturas referente as diferencas nas conformacgdes dos
loops que compdem o dominio cap e delimitam o sitio ativo, foi realizada a
sobreposicdo dos residuos do sitio ativo da BIEPH2 e das sEH humana, de batata e de
M. tuberculosis. A Figura 21 apresenta a sobreposi¢cdo dos residuos cataliticos. A
principal diferenca observada esta na sobreposicdo residuos Trp334 da BIEPH2 com o
residuo Phe301 da EH de batata, sendo os Unicos residuos ndo conservados de acordo
com as comparacOes realizadas. Apesar de ndo serem conservados, ambos 0s residuos,
Trp e Phe podem ser responsaveis pela orientacdo dos residuos de His333 e His300
pertencentes a triade catalitica. O sitio ativo das demais EHs apresentou-se altamente
conservado, além dos residuos apresentarem diferentes conformacdes e que podem estar
envolvidos na especificidade do substrato ou na enantiosseletividade da enzima.
Entretanto ndo podemos inferir com certeza a respeito da enantiosseletividade sem a

cristalizacdo da enzima na presenca de substratos enantioméricos ou sem os dados
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referentes aos testes enzimaticos (esses dados estdo sendo trabalhados por um de nossos

colaboradores).

A

Trp105/106

Aspl04/105

B

5 Phe36/36

Glu3g/3s
M

Asp104/104

Trp334/334

His333/333

5> Phe36/267
_' " Glu3s/269

Trp334/525

His333/524

Asp104/335

Figura 21— Sobreposicdo de residuos do sitio ativo de diferentes EHs. Os residuos da B1EPH2 estéo
representados em amarelo. A) Sobreposicdo entre BIEPH2 e EH de batata (rosa). B) Sobreposi¢éo entre
B1EPH2 e EH de M. tuberculosis (laranja). C) Sobreposi¢do entre BIEPH2 e EH humana (azul).

Em relacdo aos residuos conservados do sitio ativo, pode-se inferir que a
B1EPH2 possivelmente apresenta um mecanismo catalitico similar as outras sEH e que

envolve um mecanismo Sy2 com duas etapas de reacdo para abertura e hidrolise do
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grupo epoxido aos produtos diois correspondentes. O Asp104 deve estar envolvido na
primeira etapa da reacdo atacando o carbono do substrato epdxido para formar um
intermediario covalente alquilenzima que € hidrolisado na etapa subsequente, que
envolve a agua ativada pela His333 (auxiliada pelo Asp302). Os residuos Tyrl64 e
Tyr272 agem durante a protonacdo e o estado de transicdo para a formacdo do éster
intermediario. De acordo com a literatura, a sSEH de Solanum tuberosum apresenta
preferéncia por substratos enantioméricos de configuracdo (S)-(-)(Monterde et al.,
2004). Como a B1EPH2 apresentou grande similaridade na sobreposicao de residuos do
sitio ativo da sEH de batata (Figura 21A), pode ser um indicativo de que a enzima do

presente estudo também apresente enantiopreferéncia por substratos de conformacao

(S)-(-).

2) Epoxido Hidrolase TrEH

a) Purificacdo

A etapa de purificagcdo por afinidade foi realizada pelo grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Felipe Santiago Chambergo, sendo fornecida ao nosso grupo de pesquisa a
proteina pura para que realizdssemos a gel filtracdo analitica e 0s experimentos
referentes a cristalizacdo e analise estrutural da enzima. A Figura 22 apresenta 0 SDS-
PAGE 15% corado com Coomasie Blue realizado para verificacdo da pureza e peso
molecular da TrEH. A proteina apresentou uma Gnica banda sem contaminante e com

peso molecular de aproximadamente 38 kDa.
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Figura 22— SDS-PAGE da cromatografia de afinidade da TrEH. O gel tem concentracdo de 15% e foi
corado com Coomasie Blue. A proteina pura apresenta massa molecular de aproximadamente 38 kDa.
M= marcador; EL= eluido.

A Figura 23 apresenta o cromatograma correspondente ao perfil de eluicdo da
enzima utilizando-se a coluna Superdex 200 (16/60). A curva em azul apresenta a
TrEH, em que pode-se observar que a mesma eluiu como um mondmero no volume de
retencdo de 77,86 mL e uma pequena fracdo eluiu como um dimero no volume de
retencdo de 67,66 mL. De acordo com a literatura (Argiriadi et al., 1999; Gomez et al.,
2004; Mowbray et al., 2006; Biswal et al., 2008), os mais diversos organismos possuem
epoxido hidrolases soltveis diméricas, 0 que contrasta com a TrEH que apresentou-se
predominantemente monomérica. A curva em vermelho apresenta os picos das proteinas
com pesos moleculares conhecidos utilizadas como padrdo para calibracdo da coluna. A
ferritina (440 kDa) apresenta volume de retencdo de 53,90 mL; a aldolase (158 kDa)
elui em 65,64 mL; a conalbumina (75 kDa) elui em 74,13 mL; a ovalbumina (43 kDa)

elui em 79,59 mL e a anidrase carbonica (30 kDa) elui em 88.22 mL.
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Figura 23— Cromatografia de Gel Filtracdo Analitica da TrEH. A curva em azul corresponde ao volume
de retencdo da TrEH. A curva em vermelho apresenta os picos das proteinas com pesos moleculares
conhecidos. F= ferritina, AL= aldolase, C= conalbumina, O= ovalbumina, AC= anidrase carbdnica.

b) Ensaios de Cristalizacéo e Difracéo de Raios-X

As condic0es de cristalizagdo da TrEH estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4— Condicdes de cristalizacédo da TrEH.

Concentragao Proteina
Kit

Condigao Inicial (“hits”)

Condicao Refinamento

Co-cristalizagao
Periodo Crescimento
Temperatura

13 mg/mL

Pi-minimal Screen HTS
44,6% PEG 4000

150 mM MOPS pH 7,0

40 mM Brometo de Potdassio
44,6% PEG 4000

150 mM MOPS pH 6,5

40 mM Brometo de Potdssio
Valpromida e 6xido de estireno
1-2 dias

18°C
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Os cristais da TrEH (Figura 24A) difrataram a 1.70A e pertencem ao grupo
espacial ortorrdmbico P 2; 2; 2. O padrédo de difracdo de raios-X dos cristais aparece
representado na Figura 24B. Para a difracdo ndo foram utilizados crioprotetores, ja que

o polietileno glicol (PEG) 4000 utilizado nas condi¢Ges de cristalizacdo possui

propriedades de crioprotecéo.

A Bl &

Figura 24— Cristalizacdo e Difragdo de Raios-X da TrEH. A) Cristais com dxido de estireno visualizados
em microscopio estereoscopico com aumento de 80X. B) Imagem de difracdo de raios-X.

A estrutura da TrEH foi resolvida a partir da substituicdo molecular utilizando
como modelo o dominio C-terminal da epoxido hidrolase humana (PDB 3ANS)
(Gomez et al., 2004; Tanaka et al., 2011), sendo que ambas apresentam identidade de
aproximadamente 30%. A estrutura final da enzima apresentou um mondémero na
unidade assimétrica com 336 residuos e 179 moléculas de d&gua com Rictor € Riree finais
de 18,3% e 21,1%, respectivamente. Os dados de raios-X e estatisticas cristalogréficas

da TrEH encontram-se sumarizados na Tabela 5.
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Tabela 5- Estatisticas dos dados de cristalografia e refinamento da TrEH.

Fontes de Raios-X/ Comprimento de Onda (A)
Resolucdo (A)

Grupo Espacial

Célula Unitéaria

Reflexdes Totais

Reflexdes Unicas

Multiplicidade

Completeza (%)

I/sigma(l)

R-merge

R-work (%)

R-free (%)

Residuos

RMS Ligagtes/ Angulos

Ramachandran Favoravel/ Permitido/ Outliers (%)

c) Determinacao Estrutural

PETRA-I11/ 0.975

44.32 —1.701 (1.762 — 1.701)
P21212

51.427 78.281 87.372 90 90 90
508661 (49133)

39388 (3812)

12.9 (12.9)

1.00 (0.99)

26.58 (1.34)

0.049 (1.48)

0.1845 (0.3660)

0.2125 (0.3924)

336

0.007/1.07

97/2.1/0.6

A andlise do empacotamento do cristal da TrEH pelo programa PISA

(Krissinel e Henrick, 2007) indica que apenas uma pequena superficie putativa de

interacdo entre dois protdmeros adjacentes pode ser formada através de simetria do tipo

2. Esta interface de dimerizagdo putativa tem uma area de cerca de 620A% e apresenta

diversas interagdes idnicas (15 no total), além de 15 liga¢des de hidrogénio. No entanto,

esta interface é completamente diferente do que foi observado em outras SEHs e sugere

que a TrEH pode ter um equilibrio mondémero/dimero em solu¢do o que define uma

nova estrutura quaterndria para SEH (Figura 25). No entanto, outros experimentos sao

necessarias para elucidar a real existéncia do dimero ou 0 mesmo pode se tratar de um

artefato produzido pela alta concentracdo de proteina usada durante os ensaios de

cristalizagéo.
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Figura 25— Interface de dimerizagdo em diferentes SEH. A) TrEH. B) EH humana. C) EH de batata. D)
EH de Mycobacterium tuberculosis.

A TrEH apresentou o fold caracteristico de outras sSEH com estruturas ja
resolvidas, sendo constituida por dois dominios, o dominio o/p hidrolase ¢ o dominio
cap (Argiriadi et al., 1999). O dominio o/f hidrolase é composto por uma B-folha
formada por oito fitas retorcidas, sendo as duas primeiras antiparalelas e as demais sdo
arranjadas paralelamente. As fitas da -folha séo intercaladas por cinco a-hélices, sendo
duas de um lado e trés do lado oposto. O dominio cap é constituido por sete a-hélices e

diversos loops, assim como as demais EHs classicas (Figura 26).
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Dominio Cap

‘C

Dominio a/f Hidrolase

Figura 26— Estrutura tridimensional da TrEH. O dominio cap estd em azul (a-hélices). O dominio o/p-
hidrolase esta apresentado em magenta (B-folha) e ciano (a-hélices). As 31g-hélices (1) estdo em cinza ¢
os loops estdo em rosa. NE= Nucleophilic Elbow (residuo Asp116 em laranja).

O sitio ativo da TrEH estéa localizado em um sulco com aproximadamente 30A
entre os dominios cap e hidrolase, sendo constituido por residuos de ambos os dominios
(Figura 27). Além disso, como observado em outras SEH, a superficie eletrostatica da
TrEH indica que a regido mais profunda do sitio ativo é negativamente carregada de
modo similar a superficie da enzima que € predominantemente negativa, entretanto,
diferente da maioria das EHs classicas, a entrada da cavidade do sitio ativo € carregada
positivamente. A Figura 27A apresenta a superficie eletrostatica geral da TrEH, em que
as cores vermelho, branco e azul representam as cargas negativa, neutra e positiva,
respectivamente. A Figura 27B apresenta a superficie em corte vista sob angulos
opostos, onde destaca-se a cavidade do sitio ativo em forma de “L”.
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Figura 27— Superficie eletrostatica da TrEH. A) Superficie geral mostrando as diferentes cargas. Azul=
positiva; Branco= neutra; Vermelho= negativa. B) Superficie em corte para melhor visualizagdo da
cavidade catalitica.

Com relacédo aos residuos do sitio ativo, a TrEH apresenta a triade catalitica
das epoxido hidrolases classicas, que é formada pelo Asp116, que constitui o cotovelo
nucleofilico (loop entre folha B5 e hélice a3), a His313 localizada no loop entre B8 e 5
e o Asp286, localizado no loop entre B7 e n3. Além disso, a enzima apresenta dois
residuos conservados no dominio cap, as tirosinas Tyr167 e Tyr252 localizadas em a5 e
al0, respectivamente, que sdo responsaveis por orientar o oxigénio do grupo epoOxido do
substrato (Figuras 26 e 28). Esses dois residuos estdo envolvidos na formacdo do
oxianion para o oxigénio do grupo epoxido do substrato e tém demonstrado serem

essenciais para a atividade da enzima (Rink et al., 2000). Foi observado que a molécula

/1



de 4gua na estrutura da TrEH deve estar localizada na mesma posi¢édo do oxigénio do
grupo epdxido do substrato e faz interacGes de hidrogénio com ambos os residuos de
tirosina. Além disso, como observado em outras SEH, o sitio ativo também apresenta
uma molécula de agua conservada que deve agir como um nucleofilo durante o segundo
passo da reacdo de hidrolise (Figura 28). Esta agua faz interacdes de hidrogénio com a
cadeia lateral da His313, que € ativada pelo ataque nucleofilico de um dos carbonos do

grupo epoxido.

Asp48

Figura 28— Residuos do sitio ativo da TrEH. Os residuos em ciano participam diretamente da catalise da
enzima. Os triptofanos que estdo representados na cor branca orientam os residuos envolvidos na catélise.
W1=molécula de adgua que indica a posicdo do oxigénio do grupo epoxido; W2=agua catalitica que deve
ser ativada pela His313.
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A funcdo do Asp286 é orientar a cadeia lateral da His313 para a ativacdo da
molécula de agua. Em outras estruturas a 4gua interage com um segundo residuo acido,
o glutamato, que também contribui para a orientacdo da histidina. Na TrEH o residuo
acido é o Asp48 que possui um angulo diferente e ndo interage com a agua, apesar de
sua posicdo permitir que ele sofra alteracBes conformacionais como consequéncia a
ligacdo de substratos. O sitio ativo da TrEH apresentou trés triptofanos adicionais (46,
117 e 314) que sdo conservados ou sdo substituidos por fenilalaninas em outras
estruturas de sEH e deve apresentar um papel na orientacdo da posicéo da His313 e da
Tyr252 durante a catalise da enzima.

Foram realizados diversos experimentos visando a obtencdo da estrutura da
TrEH em complexo com o inibidor de EH valpromida e o substrato epdxido 6xido de
estireno, entretanto, ndo foram obtidos dados de densidade eletrdnica que permitissem a
identificacdo clara desses ligantes. Entretanto, a analise do sitio ativo da TrEH revelou a
presenca de uma densidade eletrénica que ndo corresponde a qualquer outro composto
organico utilizado na preparacéo e cristalizacdo da enzima, incluindo o polietileno glicol
que foi observado em outras estruturas de SEH e um possivel ligante para essa familia
de enzimas (Figura 29). A densidade eletronica com baixa ocupéancia pode ser
proveniente de algum ligante co-purificado com a enzima e proveniente do extrato de E.
coli. A identificagdo de inibidores ou analogos de substrato para essa enzimas e,
consequentemente a determinacdo da estrutura em complexo com esses ligantes, é
importante para a compreensdo do funcionamento da mobilidade dos loops do dominio

cap.
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Flgura 29— Mapa de denS|dade eletronica do sitio atlvo da TrEH. Em verde estd o mapa Fo-Fc
evidenciando a presenca de uma densidade eletronica difusa no sitio ativo que pode ser proveniente de
ligantes presentes no extrato de E. coli durante o processo de purificagdo da TrEH; em azulesta
representado o mapa 2Fo-Fc.

N&o foram encontradas na literatura estruturas resolvidas de outras sEH de
fungos. A Unica EH fungica estruturalmente caracterizada até o presente momento € a
mEH de Aspergillus niger (Zou et al., 2000). De acordo com o servidor Dali Database,
a TrEH e a mEH de A. niger (PDB 1QO7) apresentam uma similaridade estrutural de
16% e, realizando uma sobreposicédo de ambas as estruturas no Pymol, o valor rmsd foi
igual & 2.2A demonstrando que, embora essas enzimas apresentem 0 mesmo
enovelamento, elas sdo pouco similares. Devido a inexisténcia de trabalhos estruturais
sobre sEH flngicas e de Trichoderma reesei na literatura, depositamos no banco de
dados a primeira estrutura resolvida da TrEH (PDB 5UROQ) e publicamos recentemente
um trabalho de sua caracterizagéo estrutural (ANEXO B) (Wilson et al., 2017).

Quando realizadas as sobreposicdes da TrEH com as sEH de M. tuberculosis
(Biswal et al., 2008), batata (Mowbray et al., 2006), roedor (Argiriadi et al., 1999) e
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humano (Gomez et al., 2004), todas apresentaram um valor de rmsd de
aproximadamente 1.6A, indicando maior similaridade estrutural. De acordo com o
servidor Dali Database, os PDBs referentes as estruturas da SEH humana (PDB 3ANS),
de roedor (PDB 1CQZ), de M. tuberculosis (PDB 2E3J) e de batata (PDB 4UHB)
apresentam, respectivamente, 30%, 29%, 23% e 20% de similaridade com a TrEH.

Com base na similaridade existente entre as estruturas citadas acima, o sitio
ativo da TrEH néo deve sofrer extensivas mudangas conformacionais. Apenas alguns
ajustes na cadeia lateral podem ocorrer para um melhor posicionamento do substrato no
sitio ativo durante a catalise. Em comparacdo com outras sEH, a TrEH apresenta um
longo loop entre os residuos 194 a 213, o que forma uma tampa ou “lid”, o que aparenta
ser a conformacdo aberta da estrutura, ja que a mesma foi obtida na forma de
apoenzima. Ja a SEH humana (PDB 3ANS), em complexo com um inibidor (Tanaka et
al., 2011) e na forma apoenzima (Gomez et al., 2004), apresenta essa regido do dominio
cap que compreende os residuos 194-247 na conformacdo fechada, como pode ser
observado na Figura 30. Entretanto, apenas a estrutura da TrEH em complexo com
substratos ou analogos de substrato pode responder a questdo referente a0 movimento

de loop nessa regido do sitio ativo e plasticidade da enzima.

75



DIz
Figura 30— Estrutura da TrEH sobreposta & SEH humana. A) Estrutura geral. B) Detalhe dos loops do
dominio cap. TrEH em laranja e Homo sapiens em azul. SA=sitio ativo.

Além da analise das estruturas referente as diferencas nas conformacées dos
loops que compbGem o dominio cap e delimitam o sitio ativo, foi realizada a
sobreposicdo dos residuos do sitio ativo da TrEH e das SEH humana, de batata e de M.
tuberculosis. Devido a baixa identidade da TrEH com as demais enzimas, o sitio ativo
apresentou diversos residuos que ndo sdo conservados ou que sdo conservados mas que
apresentam diferentes conformacdes e que podem estar envolvidos na especificidade do
substrato ou na enantiosseletividade da enzima. A Figura 31 apresenta a sobreposicao
dos residuos cataliticos. Diferengas importantes foram observadas nos residuos do
dominio hidrolase. Como exemplo, os residuos Trp46 e Leul7l da TrEH estdo
relativamente préximos do residuo Tyr252 da triade catalitica, sendo que nas demais
SEH, esse residuo é substituido por fenilalaninas conservadas. Um papel importante
desses residuos pode ser a orientacdo do posicionamento correto da Tyr252 ao interagir
com o oxigénio do grupo epoxido do substrato e, consequentemente, apresenta algum

efeito sobre a enantiosseletividade da TrEH.
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A Tyr167/154 /,

Leul71/

Tyr167/164/ Leu171/Phe168

Trpd46/Phe36

Trp314/334 Trp251/271

’

C Tyr167/383 /% Leu171/Phe387

¢ Trp314i525 Trp251/465

Figura 31— Sobreposicdo de residuos do sitio ativo de diferentes EHs. Os residuos da TrEH estdo
representados em branco. A) Sobreposicdo entre TrEH e EH de batata (rosa). B) Sobreposicdo entre
TrEH e EH de M. tuberculosis (laranja). C) Sobreposicéo entre TrEH e EH humana (ciano).

Em relacdo aos residuos conservados do sitio ativo, pode-se inferir que a

TrEH possivelmente apresenta um mecanismo catalitico similar as outras sEH e que

envolve um mecanismo Sy2 com duas etapas de reacdo para abertura e hidrolise do
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grupo epoxido aos produtos didis correspondentes. O Aspl16 deve estar envolvido na
primeira etapa da reacdo atacando o carbono do substrato epdxido para formar um
intermediario covalente alquilenzima que € hidrolisado na etapa subsequente, que
envolve a agua ativada pela His313 (auxiliada pelo Asp286). Os residuos Tyrl62 e
Tyr262 agem durante a protonacdo e o estado de transicdo para a formacdo do éster
intermediario.

De acordo com a literatura, a sEH de Solanum tuberosum apresenta
preferéncia por substratos enantioméricos de configuracdo (S)-(-) (Monterde et al.,
2004). Como a TrEH apresentou grande similaridade na sobreposicdo de residuos do
sitio ativo da sEH de batata (Figura 31A), corrobora com os dados obtidos por Oliveira,
et al. 2015 sobre a enantiopreferéncia aos substratos de configuracao (S)-(-). Entretanto,
ndo somente a diferenca entre os residuos que esta envolvida na enantiosseletividade
das enzimas. O modo de ligacdo ao substrato e pequenas alteragcbes conformacionais
também desempenham um importante papel durante a catalise. Entretanto, a arquitetura
do sitio ativo, incluindo os residuos do dominio cap que ndo sdo conservados e a
flexibilidade estrutural dessas proteinas pode influenciar na enantiosseletividade, sendo
dificil concluir a respeito da enantiopreferéncia de uma enzima sem a andlise do
complexo com ligantes ou analogos de substrato e um extenso estudo sobre a atividade

de mutantes.

78



i) Comparacdes entre as SEH

O programa POCASA 1.1 (Yu et al.,, 2010) foi utilizado para calcular o
volume da cavidade catalitica das epdxido hidrolases. A Figura 35 apresenta as enzimas
dispostas em ordem decrescente de volume dos bolsdes. A sEH humana apresenta o
maior volume de cavidade, 3175A% (Figura 32A), seguida pela epéxido hidrolase de
Solanum tuberosum com 3125A°® (Figura 32B). A TrEH e a B1EPH2 apresentam
respectivamente, 2317 e 2007A3 (Figuras 32C e 32D). A estrutura com menor cavidade

é a SEH de Mycobacterium tuberculosis, com 817A2 (Figura 32E).

Figura 32— Cavidades cataliticas das SEH. A) EH humana. B) EH de batata. C) TrEH D) B1EPH2. E)
EH de M. tuberculosis. As regifes de cores destacadas correspondem as regides dos sitios ativos das
enzimas.
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De acordo com a Figura 32, pode-se inferir que a similaridade existente entre
as enzimas quando se considera a semelhanca na conformacéo estrutural e sequéncia de
aminoacidos, nem sempre esta relacionada a similaridade existente em relacdo ao
tamanho da cavidade catalitica que delimita o sitio ativo, consequentemente, duas
estruturas semelhantes podem apresentar afinidades diferentes para diferentes tipos de
substratos. Por exemplo, a BIEPH2 apresentou 49% de similaridade com a EH de
Mycobacterium tuberculosis, porém o sitio catalitico da EH de Streptomyces
wadayamensis é mais semelhante ao sitio catalitico da TrEH, na qual ambas as enzimas
apresentam apenas 28% de similaridade. De acordo com o tamanho das cavidades
cataliticas da BLEPH2, TrEH, EH de Homo sapiens e de batata, pode-se supor que essas
enzimas apresentam afinidade por uma gama maior de substratos epodxidos,
principalmente de cadeias longas; ja em relacdo & cavidade catalitica da EH de M.
tuberculosis, pode-se inferir que essa enzima aceita uma gama muito limitada de
susbtratos epoxidos. Importante ressaltar que volume das cavidades foi calculado a
partir de estruturas sem substratos, analogos de substrato, inibidores ou cofatores, pois
os volumes sdo alterados caso exista algum composto ligado ao sitio ativo das enzimas.
Como exemplo, a EH de M. tuberculosis, na forma de apoenzima (PDB 23EJ)
apresentou volume de cavidade de 817A3 porém, quando ligada ao inibidor
difenilcarbamida (PDB 2ZJF) (Biswal et al., 2008), o volume diminuiu para 472R3,

O alinhamento das sequéncias das epdxido hidrolases classicas B1EPH2 e
TrEH, juntamente com as SEH humana (3ANS), de batata (4UHB) e de Mycobacterium
tuberculosis (2E3J) foi realizado com o auxilio do servidor ESPript 3.0 (Robert e Gouet,

2014). Na Figura 33, destacado em retangulos vermelhos, estdo os residuos altamente
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conservados em todas as sequéncias; ja os residuos grafados em vermelho, sdo

substancialmente conservados na maioria das sequéncias. Apesar das estruturas

apresentarem certa porcentagem de similaridade estrutural, elas sdo bem divergentes na

composicdo de residuos de aminoacidos, sendo que as regides altamente conservadas

correspondem ao sitio ativo das enzimas.
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Figura 33— Alinhamento das sequéncias de epoxido hidrolases classicas. 3ANS= EH humana; 4UHB=
EH de batata; 2E3J= EH de Mycobacterium tuberculosis.
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ii) BLEPH2 e TrEH

Com o intuito de realizar uma comparagdo entre as o/B-hidrolases caracterizadas
no presente estudo, inicialmente foi feito o alinhamento das sequéncias de aminoacidos
de ambas as enzimas, indicando uma similaridade de 28%. Com o auxilio do programa
Pymol, a sobreposicdo entre as estruturas apresentou valor de rmsd igual & 1.751A,
indicando baixa similaridade entre a BIEPH2 e a TrEH quando comparada com as
demais estruturas sobrepostas anteriormente, como a B1EPH2 sobreposta a EH
Mycobacterium tuberculosis, com rmsd igual a 0.686A. Em relacio aos loops presentes
no dominio cap e préximos ao sitio ativo, o loop da BLEPH2 abrange os residuos 194-
247 e a TrEH os residuos 194-213, entretanto, o loop da TrEH, apresentou conformacéo

aberta, ja o lid da BLEPH2 apresentou a conformacdo fechada (Figura 34).

8 ( =/ \x \\\
Figura 34— Sobreposicdo das estruturas da B1EPH2 e TrEH. A)Estrutura geral. B) L|d Hlpotético da
B1EPH2 (ciano) e daTrEH (laranja).

A sobreposicdo dos residuos de aminoéacidos do sitio ativo de ambas as
estruturas indicou que a grande maioria deles sdo conservados nessas estruturas, sendo

que os aminoacidos conservados possuem algumas alteracBes conformacionais que
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podem estar relacionadas ao modo de selegcdo de substratos dessas enzimas. Apenas dois
residuos do sitio ativo ndo sdo conservados. De acordo com a Figura 35, pode-se
observar que os residuos ndo conservados sdo o Phe36 e Glu38 na B1EPH2 e os
residuos Trp46 e Asp48 na TrEH. Os residuos Phe36/Trp46 apresentam a funcao
orientar a posicdo dos residuos de His313/333 e da Tyr252/272 durante a catélise
enzimatica, sendo que algumas sEH apresentam o triptofano com essa atividade, porém
o residuo de fenilalanina é altamente conservado nessa classe enzimética. O residuo
Glu38 também contribui para a orientacdo da His333 ao interagir com uma molécula de
agua. Ja o residuo Asp48 da TrEH ndo interfere na orientacdo da His313 por apresentar

um angulo diferente.

Phe36/Trp46

Trp334/314

Tyrl64/167

His333/313 ‘
o/

Trp105/11;

Asp104/116  Asp301/286

Figura 35— Sobreposicdo dos residuos de aminoacidos do sitio ativo da BIEPH2 e TrEH. Os residuos da
B1EPH?2 estdo em azul e da TrEH em laranja.

Um dos aspectos entre a TrEH e BIEPH2, € que ambas apresentaram diversas
divergéncias, como a baixa similaridade entre as sequéncias de aminoacidos (28%),

baixo valor de alinhamento estrutural (rmsd igual a 1.751A), diferencas significativas
83



guanto ao posicionamento dos loops que margeiam o sitio ativo (lid aberto e fechado),
diferencas de cargas nas superficie eletrostatica do sitio ativo e alguns residuos nédo
conservados no sitio ativo. Entretanto, a caracteristica que mais aproximou as duas
enzimas refere-se ao volume da cavidade que constitui o sitio ativo, indicando que,
apesar da possibilidade da existéncia de enantiopreferéncias divergentes entre essas
enzimas, elas aceitam moléculas de substratos com comprimentos de cadeia

semelhantes.

3) Mutante Lsd19 E197D

a) Purificacdo

Apos a expressao, a Lsd19 E197D foi submetida a cromatografia de afinidade
que esta representada pelo cromatograma da Figura 36A. De acordo com a figura, pode-
se observar que o perfil cromatografico apresentou um unico pico, EL, eluido a partir do
volume de 120 mL (24 volumes de coluna) na concentracdo de aproximadamente 15%
do tampé&o de eluicdo & 500 mM. A Figura 36B apresenta o SDS-PAGE 15% corado
com Coomassie Blue proveniente das fracdes obtidas nessa etapa de purificacdo. No
gel, a proteina aparece pura e sem bandas contaminantes e com massa molecular de

aproximadamente 30 kDa.
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Figura 36— Cromatografia de Afinidade da Lsd19 E197D. A) Cromatograma resultante. NL= N&o-
Ligado; L= Lavagem do ndo-ligado; EL= Pico resultante do processo de eluicdo.B) SDS-PAGE das
fracdes obtidas na cromatografia. M= Marcador (kDa); P= Pellet; FS= Fracdo Soluvel; NL= N&o-Ligado;
L= Lavagem do ndo-ligado; EL= Pico resultante do processo de eluicéo.

Apos o processo de purificagdo por afinidade, a Lsd19 E197D foi concentrada e
submetida a purificacdo por gel filtracdo. Apesar da proteina ter aparecido pura apés a
cromatografia de afinidade (Figura 36B), esta etapa subsequente de purificagcdo foi
realizada para eliminar 0s contaminantes presentes em menor concentracdo e,
principalmente para retirar o imidazol, minimizando o risco de precipitacdo da proteina.
Na gel filtracéo, a eluicdo se deu em dois picos distintos, EL1 e EL2 (Figura 37). O pico

EL1 eluiu no volume de retencdo de 40 mL e o0 EL2 no volume de 60 mL.
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Figura 37— Cromatografia de Gel Filtragdo da Lsd19 E197D. EL1 e EL2= Picos resultantes do processo
de eluicéo.

b) Ensaios de Cristalizacéo e Difracéo de Raios-X

A intencdo de obtencdo da estrutura da enzima mutante Lsd19 E197D faz parte
de um estudo maior que tem como objetivo obter informacdes estruturais sobre diversos
mutantes funcionais para esta enzima que apresentaram a manutencdo, diminuigdo ou
abolicdo da producdo de lasalocida em S. lasaliensis. O grupo de pesquisa do Professor
Peter Leadlay (Universidade de Cambridge) realizou a construcdo de 16 mutantes
funcionais e analisou o efeito de tais mutagdes in vitro em culturas de de S. lasaliensis
(Tabela 6). Embora diversas tentativas de se obter as estruturas cristalograficas para tais
mutantes tenham sido efetuadas, obtivemos apenas a estrutura para 0 mutante Lsd19

E197D, que sera discutido nesse trabalho.
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Tabela 6- Diferentes mutac@es da Lsd19 e os efeitos na produgéo da lasalocida in vivo.
Mutagdes LasB  Diminui/Inibe  Sem Efeito
LasB_C &
LasB_N <
Y14F &
D38E *
L51A &
E65A *
E65D *
H146A
D170E
V195A &
E197A
E197D
D38E/E65D
D170/E197D
D38E/D170E
E65D/E197D

* %

* X ¥ ¥ ¥ ¥

As condicdes de cristalizacdo do mutante Lsd19 E197D estdo apresentadas na

Tabela 7.

Tabela 7— Condi¢des de cristalizacdo da Lsd19 E197D.

Concentragao Proteina 12,5 mg/mL

Kit Crystal Screen
0,1 M Acetato de Sédio pH 4,6
2,0 M Formato de Sédio
0,1 M Acetato de Sddio pH 4,6
1,6 M Formato de Sodio

Condicdo Inicial (“hits”)

Condicao Refinamento

Co-cristalizagao Valpromida
Periodo Crescimento 5-7 dias
Temperatura 18°C

Apos a realizacdo do refinamento das condicdes de cristalizacdo e obtencdo dos
cristais (Figura 38A), estes obtiveram o melhor valor de difracio de raios-x de 1.67A.e
pertencem ao grupo espacial hexagonal P 63 2 2. O padréo de difracdo é apresentado na
Figura 38B. Foi utilizado o glicerol 10% como crioprotetor para evitar a formacao de

anéis de gelo.
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Figura 38— Cristalizacdo e Difracdo de Raios-X da Lsd19 E197b. A) Cfistais com valpromida
visualizados em microscépio estereoscopico com aumento de 80X. B) Imagem de difragdo de raios-X.

A resolucdo da estutura se deu a partir da substituicdo molecular utilizando
como modelo a Lsd19 selvagem (PDB 3RGA) (Hotta et al., 2012). O mutante
apresentou um dimero na unidade assimétrica com 557 residuos e 319 moléculas de
agua com Rgctor € Riee finais de 18,4% e 20,9%, respectivamente. Os dados estdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8- Estatisticas dos dados de cristalografia e refinamento da Lsd19 E197D.

Fonte de Raios-X/ Comprimento de Onda (A) PETRA-I11/0.975
Resolugéo (A) 46.13-1.67 (1.73 - 1.67)
Grupo Espacial P6322

Célula Unitaria 92.252 92.252 139.009 90 90 120
Reflexbes Totais 1559425 (161139)
Reflexdes Unicas 41204 (4011)
Multiplicidade 37.8 (40.2)

Completeza (%) 99.99 (100.00)

I/sigma(l) 36.15 (2.49)

R-merge 0.06522 (1.78)

R-work (%) 0.1848

R-free (%) 0.2098

Residuos 557

RMS Ligacdes/ Angulos 0.026/ 1.620

Ramachandran Favoravel/ Permitido/ Outliers (%) 99.00/ 1.00/ 0.00
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c) Determinacéo Estrutural

Como esperado, de acordo com a analise estrutural, a Lsd19 E197D mostrou um
enovelamento similar da Lsd19 selvagem, indicando que a mutacdo E197D ndo tem
efeito sobre a estrutura terciaria da enzima. A enzima Lsd19 apresenta dois dominios, o
Dominio A ou N-terminal e Dominio B ou C-terminal, sendo ambos formados por trés
a-hélices e uma B-folha composta de seis fitas, arranjadas de forma semelhante a um
cone (Figura 39). Os dominios apresentam apenas duas regides distintas entre si. O
dominio Lsd19A possui um extra-loop de sete residuos (89-96) localizado entre 4 ¢ B5,
estando posicionado logo na entrada do sitio ativo desse dominio, o que indica que esse
loop pode estar diretamente relacionado a ligacdo dos substratos, podendo apresentar
configuracdo diferente na presenca ou auséncia de ligantes. O dominio Lsd19B
apresenta uma o-hélice extra na entrada do sitio ativo com oito residuos (224-231)
posicionada entre 3 e 4.

Foram realizados diversos experimentos visando a obtencdo da estrutura da
Lsd19 E197D em complexo com o inibidor de EH valpromida e o substrato lasalocida.
Entretanto, a analise do sitio ativo da enzima ndo revelou a presenca de densidade

eletronica correspondente a esses compostos.
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Lsd19A Lsd19B

Figura 39— Estrutura cristalografica da Lsd19 E197D. As a-hélices estdo em ciano, as B-folhas em
vermelho e os loops em magenta. Os extras loop-hélice-loop estdo representados em verde.

A superficie eletrostatica da E197D indica que a regido mais profunda do sitio
ativo de ambos os dominios é negativamente carregada de modo similar & superficie da
enzima que é predominantemente negativa; ja a entrada dos sitios ativos é carregada
positivamente no mutante. A Lsd19 selvagem também apresenta a carga negativa na
regido mais profunda so sitio ativo e carga positiva na entrada da cavidade, entretanto,
na superficie da estrutura geral da proteina selvagem, a carga € predominantemente
positiva. A Figura 40A apresenta a superficie eletrostatica geral do mutante, em que as
cores vermelho, branco e azul representam as cargas negativa, neutra e positiva,
respectivamente. A Figura 40B apresenta a superficie em corte vista sob angulos
opostos, onde destaca-se a cavidade do sitio ativo.
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Figura 40— Superficie eletrostética da Lsd19 E197D. A) Superficie geral mostrando as diferentes cargas.
Azul= positiva; Branco= neutra; Vermelho= negativa. B) Superficie em corte para melhor visualizagdo
das cavidades cataliticas.

Para a obtencdo de insights estruturais sobre o efeito de perda de atividade do
mutante Lsd19 E197D, as estruturas das enzimas selvagem e mutante foram sobrepostas
utilizando-se o programa Pymol, resultando em um valor de rmsd igual a 0.311A. A
Figura 41 mostra a sobreposicdo dos residuos que compdem o sitio ativo da Lsd19
selvagem (PDB 4RZM) (Hotta et al., 2012) com o mutante Lasd19 E197D. De acordo
com a disposicdo dos residuos do sitio ativo pode-se observar que a mutacdo E197D

ndo causou nenhuma influéncia nos outros residuos cataliticos. Entretanto, como o
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acido aspartico (Figura 41) possui uma cadeia lateral de menor comprimento, iSso
provocou um aumento na distancia entre o residuo e o substrato, interferindo na
ciclizacdo do epoxido, que dessa maneira, ndo estd em uma posicdo favoravel para o
ataque nucleofilico em um dos carbonos do grupo epoxido que iniciard a cascata de

reacdes que culminard com o fechamento dos anéis éteres da lasalocida.

OH

OH NH,

E/D197 Acido Aspartico (D)

=

@) 0]
& 146 : HOJ\/\!/U\OH
~ NH,

Acido Glutamico (E)

Figura 41— Sobreposicdo dos residuos do sitio ativo da Lsd19 selvagem e do mutante E197D. Os
residuos da Lsd19 estdo em amarelo e do mutante estdo representados em rosa. O substrato ciclizado
lasalocida A da enzima selvagem esté representado em azul.

4) Ep6xido Hidrolase TsnB

a) Purificacdo
A afinidade da TsnB esta representada na Figura 42A, onde pode-se observar
gue a mesma apresentou dois picos distintos, EL1 e EL2, eluidos em aproximadamente

15 e 30% da concentracdo do tampdo de elui¢do a 500 mM. O processo de lavagem do
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ndo-ligado ndo € mostrada no cromatograma pois foi realizada com auxilio de bomba
peristaltica. A Figura 42B apresenta o SDS-PAGE corado com Coomassie Blue

proveniente das fracGes obtidas na purificacdo, sendo que a proteina esta puraem EL1 e

EL2 e com massa molecular de 17 kDa.

A. B

L+5%B

M FS EL1 EL2

EL2

EL1

25 kDa s
20 kDa v

Absorbancia 280 nm (mAU)

15kDa

£ e Llblddd bbb ddbdd bbb i

xVqume(mL)‘:

3 17

Figura 42— Cromatografia de Afinidade da TsnB. A) Cromatograma resultante. L= Lavagem do nao-
ligado; EL1 e EL2= Picos resultantes do processo de eluicdo. B) SDS-PAGE das fracGes obtidas na
cromatografia. M= Marcador (kDa); FS= Fragao Sollvel; EL= Pico resultante do processo de eluigao.
Apos a cromatografia de afinidade, foi feito um pool com os picos EL1 e EL2
resultantes da eluicdo, que foram concentrados e submetidos a purificacdo por gel
filtracdo para eliminar 0s contaminantes presentes em menor concentracdo e,

principalmente para retirar o imidazol. Na gel filtracdo, a eluicdo se deu em um Unico

pico (EL) a partir de 85 mL do volume de retencao da coluna (Figura 43).
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Figura 43— Cromatografia de Gel Filtracdo da TsnB. EL= Pico resultante do processo de eluicdo.

b) Ensaios de Cristalizacéo e Difracédo de Raios-X

As condig0es de cristalizagdo da TsnB estéo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9- Condiiﬁes de cristalizaiéo da TsnB.

Concentragido Proteina
Kit

Condigdo Inicial (“hits”)

Condi¢ao Refinamento

Co-cristalizagao
Periodo Crescimento
Temperatura

12,5 mg/mL

JCSG++

200 mM Sulfato de Litio

200 mM Acetato de Sddio pH 4,5
50% PEG 400

200 mM Sulfato de Litio

200 mM Acetato de Sddio pH 4,7
50% PEG 400
trans-2,3-epoxibutano e cis-2,3-epoxibutano
3-4 dias

18°C

Os cristais obtidos (Figura 44A) pertencem ao grupo espacial cubico |1 2 3 e

difrataram & 1.85A. O padrdo de difracdo de raios-X esta apresentado na Figura 44B.

N&o foram adicionados crioprotetores pois o PEG 400 presente na solugéo de

cristalizagcdo possui fungéo crioprotetora.
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Figura 44— Cristalizacdo e Difracdo de Raios-X daTsnB. A) Cristais com trans-2,3-epoxibutano
visualizados em microscdpio estereoscopico com aumento de 80X. B) Imagem de difracdo de raios-X.

A estrutura da TsnB foi resolvida a partir da substituicdo molecular utilizando
como modelo a epdxido hidrolase TmnB de Streptomyces sp NRRL 11266 (dados
obtidos pelo nosso grupo de pesquisa ainda ndo publicados), sendo que ambas as
estruturas apresentam uma similaridade de 70%. A estrutura final apresentou um dimero
na unidade assimétrica com 261 residuos e 62 moléculas de &gua com Ractor € Riree
finais de 21,7% e 25,0%, respectivamente. Os dados de difracdo e as estatisticas

cristalogréficas da TsnB encontram-se sumarizados na Tabela 10.
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Tabela 10- Estatisticas dos dados de cristalografia e refinamento da TsnB.

TsnB
Fonte de Raios-X/ Comprimento de Onda (A) PETRA-III/0.975
Resolucdo (A) 46.17 — 1.854 (1.921 — 1.854)
Grupo Espacial 123
Célula Unitéaria 130.602 130.602 130.602 90 90 90
Reflexbes Totais 1239813 (122828)
Reflexdes Unicas 31474 (3134)
Multiplicidade 39.4 (39.2)
Completeza (%) 99.98 (99.94)
I/sigma(l) 41.25 (1.79)
R-merge 0.05541 (1.7)
R-work (%) 0.2177
R-free (%) 0.2507
Residuos 261
RMS Ligagtes/ Angulos 0.007/1.03

Ramachandran Favoravel/ Permitido/ Outliers (%) 98/ 1.61/0.39

c) Determinacéo Estrutural

A andlise estrutural preliminar da TsnB mostrou o fold caracteristico das das
Limoneno Epodxido Hidrolases apresentando dois protbmeros idénticos entre si, em que
cada um consiste em trés a-hélices e uma B-folha composta de seis fitas arranjadas de
forma semelhante a um cone. O sitio ativo encontra-se localizado na cavidade interna
formada pelo arranjo das fitas da B-folha, semelhante a Lsd19. A Figura 45 apresenta a

superficie de dimerizagdo dos protdmeros e os elementos que compde cada um deles.

96



Figura 45— Estrutura Cristalografica da TsnB. A) Disposi¢do dos protdmeros na formagao do dimero. B)
Estrutura do protémero. Os loops estdo em azul, as a-hélices em verde e a B-folha em amarelo.

Em relacdo as analises estruturais da TsnB, optamos por enfocar em compara-la
as diferentes caracteristicas da estrutura da TmnB, visto que ambas as enzimas tiveram
suas estruturas resolvidas pelo nosso grupo de pesquisa, além de apresentarem elevada
semelhanca na sequéncia de aminoacidos (70%). Quanto as superficies eletrostaticas
das enzimas, a Figura 46 apresenta as diferentes cargas nos protbmeros e nas cavidades
do sitio ativo. As cores vermelho, branco e azul representam as cargas negativa, neutra e
positiva, respectivamente. A superficie eletrostatica geral da TsnB (Figura 46A)
apresenta uma distribuicdo de cargas negativa e positiva e a cavidade que abriga o sitio
ativo apresenta cargas negativas, tanto na regido mais profunda do sitio quanto na
entrada do sulco. J& a superficie da TmnB (Figura 46B) apresenta predominantemente
cargas positivas e neutras; quanto ao sitio ativo, a regido mais profunda apresenta carga
negativa e a entrada do bolsdo é positivamente carregada, sendo semelhante as cargas

do sitio ativo da Lsd19.
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Figura 46— Superficie eletrostatica da TsnB e TmnB. A) Superficie geral e corte da cavidade catalitica da
TsnB; B) Superficie geral e corte da cavidade catalitica da TmnB. Azul= positiva; Branco= neutra;
Vermelho= negativa.

Na andlise dos residuos que compdem o sitio ativo da TsnB, observou-se que a
enzima apresenta os residuos essenciais para 0 mecanismo catalitico acido-basico das
LEH, assim como observado para a Lsd19 selvagem (Arand et al., 2003; Hotta et al.,
2012). A Figura 47A apresenta o sitio ativo da TsnB. Em uma das extremidades do sitio
ativo existe o Asp38 e a His54 que provavelmente sdo responsaveis pelo ataque

nucleofilico ao grupo epdxido e, no lado oposto, esta o residuo Glué5, que age ativando
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0 grupo epdxido. A Tyrld e o Trpl2l, provavelmente estdo relacionados ao
reconhecimento da estereosseletividade do substrato. As tirosinas Tyr36 e Tyrl4
formam interacdes de hidrogénio com entre si, como observado nas epoxido hidrolases
classicas (Argiriadi et al., 2000), indicando que a proximidade desses residuos podem
sugerir a hipotese de que essa enzima apresente mecanismo de catalise semelhante as
a/B-hidrolases (Rink et al., 2000; Biswal et al., 2008). No entanto, com base na
configuracdo do sitio ativo e a formacgdo do produto, ndo existe a possibilidade desse
processo ocorrer nessa enzima, porém, as tirosinas podem estar envolvidas na
manutencdo da posicdo correta dos grupos epoxidos para o ataque nucleofilico pelo
Asp38. Quanto aos residuos cataliticos da TmnB, estes apresentam-se conservados em
relacio a LEH de S. longisporoflavius, poréem apresentam algumas diferencas
consideraveis. A Figura 47B apresenta os residuos cataliticos da TmnB. Comparando-se
0s sitios ativos, apenas os residuos Tyr36/51 e Trp121/Ser121 ndo sdo conservados,
sendo que seja possivel que eles estejam envolvidos no reconhecimento de diferentes
substratos quirais. Os residuos conservados apresentam as mesmas fungées dos residuos
da TsnB.

Foram realizados diferentes experimentos visando a obtencdo da estrutura da
TsnB em complexo com o inibidor de EH valpromida e os substratos epdxido glicidil-
butil-éter; trans-2,3-epoxibutano; cis-2,3-epoxibutano e 1,2-epoxioctano. Entretanto, a
analise do sitio ativo da enzima ndo revelou a presenca de densidade eletrénica
correspondente a esses ligantes ou a qualquer outro composto organico utilizado na
preparacdo e cristalizacdo da enzima. Com isso, ndo podemos inferir a respeito da

enantiosseletividade da TsnB devido a auséncia de ligantes e substratos no sitio ativo da
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enzima. Nosso grupo de pesquisa resolveu a estrutura da TmnB com a valpromida e,
para obter algumas noc¢fes a respeito do mecanismo de catalise e observar possiveis
mudancas conformacionais no sitio ativo, foi realizada a sobreposicdo da estrutura na
forma de apoenzima juntamente a estrutura em complexo com o ligante, mostrando que
a valpromida ndo provocou mudancas conformacionais significantes na posicdo dos
residuos do sitio ativo. A valpromida realizou intera¢Ges de hidrogénio diretamente com
0 Asp38 e com os residuos Tyrl4 e Glu65 por meio de uma molécula de adgua (Figura

47B).

A B

Glu65

Figura 47— Residuos do sitio ativo da TsnB e TmnB. A) Residuos da TsnB em verde; B) Residuos da
TmnB em magenta. As esferas em vermelho representam moléculas de agua.

Embora os residuos essenciais para a catalise acido-basica sejam conservados
nas estruturas da TsnB e TmnB, os residuos hidrofébicos que formam a cavidade do
sitio ativo possuem vérias diferencas entre si e com configuragdo completamente
distinta. Esta diferenca provavelmente esta relacionada as orientacfes R(+) e S(+) dos
substratos destas enzimas. A substituicdo de varios residuos na entrada do sitio ativo se

assemelha com as configuracdes direita e esquerda na ancoragem do substrato, com
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iSso, 0s substratos poderiam entrar no sitio ativo de uma enzima pelo lado esquerdo e
em outra pelo lado direito. Na TsnB, os residuos responsaveis por essa seletividade sao
Tyr36, Leu51, Ala58, Ser61, Trpl21 e Thrl26 e na TmnB os residuos Val36, Tyr51,
Leu58, Tyr61, Serl21l e Met126. A Figura 48 apresenta a sobreposicdo dos residuos

hidrofébicos na TsnB e TmnB.

Ser/Tyr61
Thr/Met126
Ala/Leu58 Trp/SerlzlE
L.Tyr/VaI36
Leu/Tyr51 ‘

Figura 48— Sobreposi¢do dos residuos hidrofébicos dos sitios ativos da TsnB e TmnB. Os residuos da
TsnB estdo em verde e da TmnB em magenta.

O servidor POCASA foi utilizado para calcular o volume das cavidades
cataliticas das enzimas, sendo que as cavidades apresentaram o volume de 454A%
433A% para a TsnB e TmnB, respectivamente, mostrando uma diferenca muito pequena
nos volumes dos bolsdes como esperado, pois apesar dos substratos serem

estereoquimicamente diferentes, apresentam o mesmo tamanho (Figura 49).
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Figura 49— Cavidades cataliticas da TsnB e TmnB. A) TsnB (verde); B) TmnB (magenta).
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V — CONCLUSOES

Os objetivos gerais do projeto foram atingidos — purificagdo, cristalizagéo,
difragdo de raios-X e resolucéo das estruturas cristalogréaficas das epdxidos hidrolases
B1EPH2 de Streptomyces wadayamensis, da TrEH de Trichoderma reesei, do mutante
Lds19 E197D de Streptomyces lasaliensis e da TsnB de Streptomyceslongisporoflavius.

A estrutura quaternaria hexamérica obtida a partir da cristalizacdo da BIEPH2 é
a primeira SEH com essa conformacéo, ndo sendo encontradas na literatura outras sEH
com esse arranjo estrutural. Além disso, essa € a primeira estrutura obtida de uma /-
hidrolase classica a partir de um organismo do género Streptomyces sp, sendo que as
EHs de estreptomicetos conhecidas até o presente momento pertencem a classe das
Limoneno Epdxido Hidrolases ou apresentam enovelamento atipico de o/B-
hidrolase.Quanto ao sitio ativo, essa enzima apresentou 0s residuos altamente
conservados quando comparada as SEH humana, de M. tuberculosis e de S. Tuberosum,
sendo esta Gltima uma enzima com enantiopreferéncia por substratos de conformacao
(S)-(-). Porém, ndo podemos inferir com certeza a respeito na enantiosseletividade da
B1EPH2, uma vez que precisamos dos dados dos testes enziméaticos para a obtencéo de
insights a respeito dos substratos utilizados pela enzima. Em breve, publicaremos os
dados estruturais obtidos no presente estudo juntamente aos dados enzimaéticos
realizados pelos nossos colaboradores, assim esperamos obter algumas respostas a
respeito a da enantiopreferéncia da BLEPH2.

Obteve-se a primeira estrutura de uma epoxido hidrolase soltvel do fungo

filamentoso Trichoderma reesei. Esta enzima tem um enovelamento semelhante as
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epoxido hidrolase da classe o/B-hidrolases com estruturas previamente resolvidas. A
TrEH mostrou ser uma enzima predominantemente monomérica com uma pequena
fracdo de dimeros. Embora a TrEH tenha os residuos essenciais conservados para a
catalise, a cavidade do sitio catalitico revelou varias caracteristicas novas comparadas a
outras enzimas da mesma familia. A arquitetura do sitio ativo TrEH tem substituicdes
importantes em comparacdo com as SEHs humanas, de batata e M. tuberculosis, 0 que
pode refletir na especificidade do substrato desta enzima, apesar de ndo podermos
elucidar a base molecular de sua enatiopreferéncia para os substratos (S)-(-). No entanto,
a determinacdo da estrutura TrEH abre novas vias para investigar o papel dos residuos
do sitio ativo através da mutagénese sitio dirigida. Além disso, a estrutura TrEH
também contribuird para o desenho de uma enzima mais estavel e eficiente a ser
utilizada na industria de transformacdo durante o processo de degradacdo de
xenobidticos ou na separagdo de compostos contendo misturas de epoOxidos
enantioméricos.

Obtivemos a estrutura do mutante E197D da Lsd19, uma LEH responsacel
pela sintese do antibidtico iondforo lasalocida. Com base nos residuos do sitio ativo da
enzima mutada, observamos que a inibicdo da producdo do antibiético in vivo deve-se
ao fato de que a substituicdo do residuo Glul97 pelo Aspl97 cessou a atividade a
enzima devido a troca de um residuo com cadeia longa por um com cadeia mais curta,
aumentando a distancia ao substrato epdxido.

Resolvemos a estrutura da TsnB e diversos aspectos interessantes puderam ser
obtidos dessa enzima quando comparada a TmnB. Apesar de ambas as enzimas

apresentarem semelhanca de 70% na sequéncia de aminoacidos, o enovelamento e
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residuos cataliticos conservados, volumes das cavidades cataliticas semelhantes, ambas
as enzimas apresentaram diferencas significativas quando as cargas das superficies
eletrostaticas de suas cavidades cataliticas e dos residuos hidrofébicos que margeiam a
entrada do sitio ativo, o que é um forte indicador de que ambas as enzimas aceitam 0s

mesmos substratos, porém com orientacGes quirais distintas.
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ANEXO A — Aminoécidos, simbolos e abreviagdes

Grupos R apolares, alifaticos Grupos R arométicos
(IZOO‘ (1300‘ (IZO?" (|200' (l:OO“ (]300‘ (}00'
HN-C—H H,N—C—H B HN-C-H | HN—C-H HN-C-H HN-C—H
! l HaN CH, I | | i
H CH,4 frrk (|: = /C}\l CH, CH, (I:Hz
* ’ CH,. CHs C=CH
Glicina (Gly/G) ~ Alanina (Ala/A)  Prolina (Pro/P)  Valina (Val/V) “WH
(1:00- ?OO' (|300' 2
H:’N—?_H H’N_?_H H’N~?~H Fenilalanina (Phe/F) Tirosina (Tyr/Y) Triptofano (Trp/W)
(FH: H—(')—-CH; ?“c
Z CQ (I:Hz PHa Grupos R carregados positivamente
| COO~ CO0~ C0O0~
=5 H,N <I: H HN (': H HsN (l:
Leucina (Leu/L) Isoleucina (lle/l) Metionina (Met/M " | - S | = aN=te—H
E i B
(ltliz (|3H2 C—N{‘I
G R , Nao ado!
fupos polares, farreg S ) CH, CH, I ICH
CO0 (e0]0] CO0 | | C—N
<l . e .| CH, NH H
H3N—(IT—H H;N—(ll—!{ H:;N—(;)—H ‘I!JH é o
B B = S
H SH .
9 EHs Lisina (Lys/K)  Arginina (Arg/R)  Histidina (His/H)
Serina (Ser/S) Treonina (The/T)  Cisteina (Cys/C)
(|)OO " (l:oo_ Grupos R carregados negativamente
Hut;'—(l:—H H:ll\}—(':_H . (l:oo . (I:OO
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/C\ H, (I:Hz | -
H,N 0 C\ COO~ CH,
H,N/ o Ac. Aspartico (Asp/D) (EOO‘
Asparagina (Asn/N)  Glutamina (GIn/Q) Ac. Glutimico (GIu/E)

Fonte: Adaptado pelo autor a partir de Lehninger et al., 2013.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Epoxide hydrolases (EHs) are enzymes that have high biotechnological interest for the fine and transformation

Epoxide hydrolase industry. Several of these enzymes have enantioselectivity, which allows their application in the separation of

3"_3"3:;1}'915 enantiomeric mixtures of epoxide substrates. Although two different families of EHs have been described, those
ric erma

that have the a/B-hidrolase fold are the most explored for biotechnological purpose. These enzymes are
functionally very well studied, but only few members have three-dimensional structures characterised. Recently,
a new EH from the filamentous fungi Trichoderma reseei (TrEH) has been discovered and functionally studied.
This enzyme does not have high homology to any other EH structure and have an enatiopreference for (8)-(=)
isomers. Herein we described the crystallographic structure of TrEH at 1.7 A resolution, which reveals features of
its tertiary structure and active site. TrEH has a similar fold to the other soluble epoxide hydrolases and has the
two characteristic hydrolase and cap domains. The enzyme is predominantly monomeric in solution and has also
been crystallised as a monomer in the asymmetric unit. Although the catalytic residues are conserved, several
other residues of the catalytic groove are not, and might be involved in the specificity for substrates and in the
enantioselectivy of this enzyme. In addition, the determination of the crystallographic structure of TrEH might
contribute to the rational site direct mutagenesis to generate an even more stable enzyme with higher efficiency

to be used in biotechnological purposes.

1. Introduction

The use of enzymes as biocatalyst tools has transformed the
biotechnological industry in the last decades [1,2]. The application of
enzymes becomes even more important with the increase of its catalytic
efficiency and substrate specificity. The molecular and structural
biology and enzymology had a strong impact to improve the key
characteristic of enzymes for industrial purposes [2]. These molecular
techniques promoted the simplification of production and purification
of recombinant enzymes in large quantities and the engineering of
activity through site directed mutagenesis had dramatically increased
the enzymatic efficiency [2]. Epoxide Hydrolases (EHs) are one
example among the several types of enzymes, which molecular
techniques can be applied in the transformation industry, which could
be demonstrated by the vast literature in the last years that describes
the applications of these enzymes, including those that occur naturally
or are results from genetic engineering [3-5]. Epoxides are cyclic ethers
formed by a three atoms ring from the oxidation of olefins or alkenes,
which are aliphatic hydrocarbons with at least one double bond

between the carbons. Generally, epoxides are very reactive groups
because the electronegativity of the oxygen combined with a high level
of deformation of the three atoms ring [6].

Naturally, EHs are enzymes that have several biological roles, which
differ in each organism. However, these enzymes have at least three
main functions including detoxification, catabolism, and regulation of
signaling molecules [7,8]. Generally, EHs catalyse the opening of
epoxide groups converting them to vicinal trans-dihydrodiols [9,10].
EH substrates are structurally diverse and represent a wide range of
xenobiotic epoxide derivatives, such as those formed by in vive
oxidation of aromatic hydrocarbons as stilbene and styrene [10,11].
EHs open epoxide substrates using only a water molecule as a co-
substrate, which could be even considerate as a co-factor in free
enzymes [6]. EHs can be found spread in nature, including members
in bacteria, fungi, plants and mammals [7,12]. Several EHs have high
enantioselectivity and consequently catalyse the hydrolysis of a unique
enantiomer [6]. In addition, several EHs also show high regioselectivity
for one of the oxirane carbon of the epoxide group [6]. All these
characteristics make the applicability of epoxide hydrolase very
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appealing to the transformation industry, such as pharmaceutical, in
preparation of enantiopure epoxide derivatives from racemic mixtures
of epoxides [3].

Structurally, EHs are classified into two distinct families:

1) a/P hydrolase like EHs: these enzymes are characterised to have
a topology similar to that of haloalkene dehalogenase [13] and various
member have already their three-dimensional structure characterised,
including from bacteria [14,15], fungi [16], plants [17] and mammals
[17-19]. The a/B hydrolase like EHs can be further classified into
soluble epoxide hydrolases (sEHs) and microsomal epoxide hydrolases
(mEHs) according to whether this protein is found in the cytosol or
secreted, or located predominantly in the endoplasmic reticulum,
respectively [9,20]. Both sEHs and mEHs have the same characteristic
folding, which is constituted by two domains: the hydrolase domain,
composed by a very conserved central -sheet surrounded by c-helices
and, a less conserved domain, or cap domain, which is positioned on the
top of the substrate binding site and generally is formed by c-helices
[15]. The active site of these EHs has a characteristic catalytic triad
constituted by Asp/Ser/Cys-His-Asp/Glu (nucleophile-histidine-acid)
situated on the top of the hydrolase domain loops [19]. In addition,
two tyrosine residues located in the cap domain are also crucial for the
activity. These residues are responsible to attack the oxygen group of
the epoxide substrates [21]. 2) The second family of EH includes the
Limonene-1,2- like Epoxide Hydrolases (LEHs): These EHs are call so
because the first member to have its three-dimensional structure was
Limonene-1,2-Epoxide Hydrolase (LEH) from Rhodococcus erythropolis
DCL14 [22-24], which has a distinct fold and catalytic mechanism from
a/f hydrolase EHs [23]. In general, this class of EHs has a unique
domain constituted by three a-helices and six fi-sheets resembling to a
cone. The cavity forms a large substrate binding pocket and in the
deepest point is located the active site, which is formed by several
conserved residues [23]. Differently of the a/p hydrolase EHs, the
catalysis of LEHs involve a push-pull mechanism and occurs in two
steps [23]. Although the first member of this family has been found in
Rhodococcus erythropolis, structures of several other members from
different organisms have been characterised, including members found
in M. tuberculosis and in the biosynthesis of polyether natural products
[25,26].

Although both families of EHs can be used in biotechnological
applications, members of o/p hydrolase EHs are more often applied to
isolate enantiopure epoxides [27,28]. Consequently a/p hydrolase EHs
are more enzymatically studied [28.29] despite its mechanism of
enantioselectivity are also not completely understood and only few
member from fungi have three-dimensional structures limiting the
applicability of site directed mutagenesis. Recently, an EHs from the
fungi Trichoderma reesei (TrEH) was kinetically characterised [30,31].
Interestingly, this enzyme has been proved to have a high enantios-
electivity since in vitro experiments using styrene oxide as substrate
have indicated that that enzyme is more efficient to hydrolyse (5)-
(—)-styrene oxide than its (R)-(+) enantiomer [30]. In addition, TrEH
also has been shown to be very stable on drastic conditions of pH and
temperature, indicating that enzyme might be a good candidate for
biotechnology applications [30].

Herein, we show the crystallographic structure of TrEH, which
provides insights about its tertiary and quaternary structures, mechan-
istic and details of its active site. These data might contribute for
experiments of site direct mutagenesis to provide even more stable and
more efficient enzymes to be used for the transformation industry.

2. Material and methods
2.1. Cloning, overexpression and purification

The cloning, overexpression and purification of TrEH has been
published previously [20]. Briefly, the ORF corresponding to TrEH has
been cloned into a pPROEX-HTa plasmid (Life Technologies, USA),
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which was used to transform competent E. coli BL21(DE3) cells. The
cells were grown in LB (Luria Bertani) media and the overexpression
was carried out by the induction using IPTG. For the purification, the
cells were disrupted and the soluble fraction was separated by
centrifugation, which was applied to a HiTrap Chelating HP (GE
Healthcare, USA) affinity column connected to a FPLC AKTA (GE
Healthcare, USA) system. For crystallographic proposal, the used
binding buffer (Buffer A) contained 50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl
and 50 mM imidazole, pH7.5. A linear gradient of 50-300 mM
imidazole was run with the elution buffer (Buffer B consists of buffer
A plus 300 mM imidazole) to elute the proteins bound to the column.
The purity and molecular mass of the protein was evaluated by SDS-
PAGE using denaturing conditions.

2.2. Crystallisation trials

TrEH was concentrated up to 13 mg/mlL and the sample was
subjected to the vapour diffusion crystallisation method using 96-well
plates for sitting drop technique. The protein was screened against
different crystallisation kits (Hampton Research and Jena Bioscience)
using an Oryx 4 robot (Douglas Instruments, UK) and the final drops
had a volume of 0.6 pL with a ratio of 0.3/0.3 of protein and crystal-
lisation solution. The plates were storage at 18 °C. After obtaining the
first hits, the conditions containing the best crystals were manually
refined also using vapour diffusion crystallisation method through
hanging drop crystallisation technique using 24-wells Linbro plates.
The condition that resulted in the best thick plate crystals contained
50 mM 3-morpholinopropane-1-sulfonic acid (MOPS), pH 6.5, 40 mM
potassium bromide and 44.6% PEG 4000 and the crystals appeared
after 1-2 days.

2.3. Data processing and structure resolution

TrEH crystals were diffracted at PETRA-III/DESY, Hamburg -
Germany. All the X-ray diffraction data were processed and analysed
using XDS [32], which was scaled by the program Aimless [33] from
CCP4i suite [34]. The number of molecules in the asymmetric unit was
estimated using the Matthews Coefficient program also from CCP4i
suite [34]. TrEH structure was solved by molecular replacement using
the human liver soluble epoxide hydrolase (PDB entry 3ANS) as a
search model [18,35] through of the program Phaser [36] also from
CCP4i suite [34]. The refinement of TrEH was carried out using the
program phenix.refine [37] from PHENIX suite [38]. The wvisual
inspection and manual building were performed using the program
COOT [39]. High quality figures were prepared using the program
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schridinger, LLC [39].
The stereochemistry quality of the structure was verified using the
program MolProbity [40].

3. Results and discussion

Soluble epoxide hydrolase from Trichoderma reesei (TrEH) was
annotated by a project of “Joint Genome Institute” [41] and its activity
has been characterised by Oliveira et al., 2016 [30]. TrEH indicated to
have a preference to hydrolyse isomers ($)-(—) [41]. TrEH has been
crystallised in the space group P2,2,2 and the crystals have diffracted
up to 1.7 A resolution with a single monomer in the asymmetric unit,
which agrees to the molecular weight obtained by analytic gel filtration
(Fig. 51), where TrEH also eluted predominantly as a monomer. At least
at our knowledge, this is first monomeric sEH to have its three-
dimensional structure characterised, in contrast to the dimeric epoxide
hydrolases identified in various other organisms [14,17-19]. However,
the profife of the analytical gel filtration analysis also suggests that a
small fraction of the protein eluted as dimers. The analysis of the crystal
packing of TrEH using the program PISA [42] indicates that just a small
putative interaction surface between two adjacent protomers can be
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Table 1

Data collection and crystallographic statistics for TrEH.

PDB ID 5URO
Wavelength 0.97
Resolution range 44.32-1.7 (1.76-1.7)
Space group P21212
Unit cell 51.43 78.28 87.38 90 90 90
Total reflections 508,661 (49133)
Unique reflections 39,388 (3812)
Multiplicity 12.9 (12.9)
Completeness (%) 100 (99)
Mean I/sigma(I) 26.58 (1.34)
Wilson B-factor 33.79
R-merge 0.049 (1.48)
R-meas 0.05 (1.54)
CC1/2 1 (0.86)

cc* 1 (0.96)
Reflections used in refinement 39,333 (3802)
Reflections used for R-free 1998 (193)
R-work 0.18 (0.37)
R-free 0.21 (0.39)
CC(work) 0.96 (0.85)
CC(free) 0.96 (0.75)
Number of non-hydrogen atoms 2831
macromolecules 2645

ligands 7

Protein residues 336
RMS(bonds) 0.007
RMS(angles) 1.07
Ramachandran favored (%) 97
Ramachandran allowed (%) 21
Ramachandran outliers (%) 0.6

Rotamer outliers (%) o

Clashscore 2.67

Average B-factor 42.01
macromolecules 41.85

ligands 49.10

solvent 44.09

In parenthesis are shown the values for the highest resolution shell.

formed through a 2-fold symmetry. This putative dimerisation interface
has an area of about 620 A® and has an extensive number of ionic
interactions (15 in the total) and 15 additional hydrogen interactions.
This interface is completely different to the other sEHs and suggests that
TrEH might have a monomer/dimer equilibrium in solution that rends a
new quaternary structure for sEHs (Fig. S3). However, further analy-
tical experiments are needed to elucidate whether this dimer really
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exist or this is only an artefact of high protein concentration used
during the protein preparation.

TrEH structure was solved by molecular replacement using as a
search model the structure of C-terminal domain of human soluble
epoxide hydrolase (sEH)(PDB entry 3ANS) [18,35], which has an
identity of about 30% to TrEH. The final model of TrEH has 336
residues and 179 water molecules with a Ry, and Rg,,. of 18.3% and
21.1%, respectively. Further X-ray data, crystallographic statistics and
stereochemistry structure analysis are included in the Table 1.

At least to our knowledge, this is the first structure of a sEH from a
fungi, since only the mEH from Aspergillus niger has been structurall
characterised [16]. The rmsd for both TrEH and A. niger mEH is 2.2
demonstrating that, despite these enzymes have the same fold, they are
not very similar. On the other hand, TrEH is similar to other sEHs, such
as those from M. tuberculosis (PDB ID 2EJ3) [14], potato (PDB ID 4UBH)
[17], murine (PDB ID 1CQZ) [19] and human [18] (PDB ID 3ANS),
which have a rmsd of about 1.6 A.

In contrast to human and murine sEHs and similar to Mycobacterium
tuberculosis and potato sEHs, TrEH does not have a N-terminal domain
that resemble to haloacid dehalogenase [18], although the sEH with
higher identify (about 30%) to TrEH is the EH domain of human
enzyme (Fig. S2). A search using the online server DALI [43] also
rendered the human sEH with higher score for the three-dimensional
superposition with a Z score of 40.5, in contrast to murine sEH (37.2),
M. tuberculosis (35.4) and potato (34.1).

TrEH has the same characteristic fold of other solved sEHs,
constituted of two domains, an «/p hydrolase domain and a cap
domain [19]. The a/p hydrolase domain is topologically similar to
those of other epoxide hydrolases and it is composed of a twisted eight-
stranded [3-sheet. The two first strand are antiparallel and the remaining
ones are parallels. Additionally, this B-sheet is sandwiched by five a-
helices, being two in one side and three in another side of the B-sheet.
The cap domain is constituted only by a-helices, which is also similar to
the cap domain of other epoxide hydrolases. However, this region is
largely variable in all solved structures and should be responsible for
the substrate recognition. This domain has seven a-helices and long
loop regions that are more flexible than the hydrolase domain and
might have conformational changes on the binding of substrates
(Fig. 1a).

3.1. Active site groove

The active site of TrEH is located in a large groove of about 30A

Fig. 1. Structure of TrEH. (A). Three-dimensional structure of TrEH. In green, pink and light blue are represented the secondary structure el of hydrolase d in and blue and
purple are the secondary structure elements of cap domain. NE is the nucleophilic elbow, where it is located the catalytic aspartate 116 (B) Electrostatic surface of TrEH. In red are

represented the negative, in blue, the positive and white neutral charges.
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A Active Site
Groove
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B Active Site
Groove

Fig. 2. Active site groove of TrEH. (A) In black is represented the active cavity of TrEH; (B) The representation of the active site shown that its entrance is positively charged and its deeper

point is negative charged.

Fig. 3. Volume of the active site of different epoxide hydrolases. (A) TrEH; (B) human sEH; (C) M. tuberculosis sEH; (D) potato sEH. The representation of the active site surfaces were

calculated using the program POCASA [44].

between the hydrolase and cap domain, which is constituted by
residues of both domains (Fig. 2). As observed in other sEHs, the
deeper point of the active site cavity of TrEH has a predominance of
negative charges, in contrast to the active site entrances that are
positively charged (Fig. 2b). In addition, the overall surface of the
enzyme is also predominately negative charged (Fig. 1). TrEH also has a
substrate-binding pocket resembling an “L” shape tunnel, although it is
smaller than human and potato sEH active site, but much larger than M.
tuberculosis (Fig. 3) sEH.

Using the program POCASA 1.1 [44], we have calculated the active
site volumes of TrEH, human, potato and tuberculosis sEHs, which are
2350 A3, 3175 A3, 3188 A% and 817 A3, respectively. This result also
indicates that TrEH has a smaller cavity than human and potato sEHs,

but has a wider cavity of M. tuberculosis sEH. As the volume cavity of
these enzymes are different, these enzymes may accept different
epoxide substrates.

3.2. Active site residues

TrEH has the characteristic conserved catalytic triad of a/f
hidrolases, which is located in the hydrolase domain. This triad is
constituted by Asp116 that forms part of the nucleophilic elbow (loop
between the strand B5 and helix a3), the general base His313 located in
the loop between 8 and 15 and the Asp286 located in the loop between
B7 and n3. In addition, TrEH also has the two conserved tyrosines,
Tyr167 and Tyr252 in the a5 and al0, respectively on the cap domain,
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Fig. 4. TrEH active site residues. The residues in green are those that should participate in
catalysis of TrEH. Tryptophans are represented in white and should erientate the residues
involved in the catalysis. W1 is the water molecule that mimicry the position of the
oxygen of epoxide group and W2 is the catalytic water, which should be activated by
His189.

which are responsible to orientate the oxygen of the substrate epoxide
group (Figs. 1 and 4). These two residues are involved in the formation
of an oxyanion from the oxygen of substrate epoxide group and have
demonstrated to be essential for the activity of the enzyme [21]. We
have observed a water molecule in TrEH structure that is positioned at
the same position of the oxygen of substrate epoxide group and it makes
hydrogen interactions with both tyrosine residues (Fig. 4). In addition,
as observed in other sEHs, the active site also has a conserved water
molecule that should act as a nucleophile during the second step of the
hydrolysis reaction (Fig. 4). This water makes hydrogen interaction
with side chain of His313, which activates it for the nucleophilic attack
to one the carbons of the epoxide group. Asp286 should orientate the
side chain of His313 for the activation of the water molecule. Although,
in all other structures this water further interacts with a second acid
residue, generally a glutamate, which should also contribute in its
orientation, in TrEH, the corresponding residue, Asp48 has a different
angle and is not interacting with this water (Fig. 4). Interesting, TrEH
active site has further three tryptophans (46, 117 and 314), which are
conserved or are substituted by phenilanines in other sEH structures
and should have a role in orientating the position of His313 and Tyr252
during the enzyme catalysis.

However, due to the low identity of TrEH with other sEHs, the
active site cavity has several residues that are not conserved in
comparison to other sEHs. These residues may be involved in substrate
specificity or in the enzyme enantioselectivy. The superposition of TrEH
and the sEHs from human, potato and M. tuberculosis shows that these
differences cause changes in the active site cavity and should alter their
volumes as showed above. Key differences are observed in the hydro-
lase domain, which generally is more conserved than the cap domain,
as for example, Trp46 and Leul71, which are relatively close of the
catalytic triad and Tyr252. These two residues are conserved phenyla-
lanines in the other sEHs (Fig. 4b). The probable role for Trp46 and
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Leul71 should be the orientation of the correct position of Tyr252 to
interact with the oxygen from the substrate epoxide group and
consequently they might have some effect in the enantioselectivity of
TrEH.

Based in the conserved active site residues, TrEH possibly has a
similar catalytic mechanism that has been described in other sEHs and
involves a Sy2 nucleophilic attack by a two-step reaction for opening
and hydrolysing the epoxide group to rend the corresponding vicinal
diol product. Asp116 may be involved in the first step of the reaction
and should attack a carbon of the epoxide substrate forming a covalent
alkylenzyme intermediate, which is hydrolased by the second step of
the reaction, which involves the activated water by His313 and assisted
by Asp286. Tyrl67 and Tyr252 should act during the protonation of the
transition state for the formation of the ester intermediate. As observed
for potato sEH, TrEH has a preference for ($)-(—)-enantiomer sub-
strates and the superposition of the structures of these two different
epoxide hydrolases did not show any difference that could clearly
explain the preference of these enzymes for this enantiomer. Actually
and interesting, these two enzymes have their sequences with lower
identity than the others with three-dimensional structures and this also
reflects on the active site, which are more divergent between the three
compared epoxide hydrolases (Fig. 5). This might indicate that not only
the difference of residues should be involved in the enantioselectivity of
these enzymes. The binding mode of substrates and small conforma-
tional changes should also play some role during the catalysis.
However, as the architecture of the active site, including residues of
the cap domain, which is not conserved, and the structure flexibility of
these proteins might influence in the enantioselectivity, is difficult to
obtain insights about the preference of TrEH without the structure in
complex with ligands or substrate analogues and a robust study of
activity of mutants.

Although we have performed extensive experiments aiming to
obtain the structure of TrEH in complex with valpromide (a known
inhibitor of EHs) and short epoxide-like substrates as styrene epoxide,
we did not have obtained any data with a clear electron density map
that we could fit these molecules. On the other hand, the analysis of the
active site of TrEH further reveals the presence of an electron density,
which does not correspond to any other organic compound used during
the preparation and crystallisation of the enzyme (Fig. $4). Thus, this
electron density with low occupancy should come from of some ligand
co-purified with the enzyme from the E. coli extract. The identification
of real inhibitors or substrate analogues for this enzyme and conse-
quently the determination of the structure in complex with them should
shed lights on the real movement of cap domain loops.

However, based in the similarity of our structure to the previously
solved structure of human, potato and M. tuberculosis sEHs, the active
site of TrEH should not undergo extensively conformational changes.
Only small side chain adjustments may occur for better positioning the
substrate within the active site during the catalysis. Interestingly, in
comparison with other sEHs, TrEH has a long loop between the residues
194 to 213 forming a lid, which seems to be in an open conformation in
our structure, since we have obtained the structure as apo form. In
contrast, the human sEH (PDB code 3ANS) in complex with a potent
inhibitor [35] also show this same segment in a closed conformation as
well as the human apo sEH structure [18] (Fig. 6). However, only the
structure in complex with substrate analogues or ligands can address
the question whether some movement occurs in this region in the
presence of substrate. Studies aiming to identify the natural substrates
of this enzyme and possible inhibitors are in progress and they will
contribute to elucidate details of the mechanistic, enantiopreference
and plasticity of this enzyme.

4. Conclusion

We have obtained the first structure of a soluble epoxide hidrolase
from the filamentous fungi Trichoderma reesei. This enzyme has a
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Fig. 5. Active site comparison among different sEHs. TrEH residues are represented in white and labelled in gray. A) Superposition between TrEH and human sEH (green); B)
Superposition between TrEH and M. tuberculosis SEH (orange); C) Superposition between TrEH and potato sEH (salmon).

Fig. 6. Putative lid of TrEH. Superposition of TrEH (light yellow) and human sEH (light
blue). In orange and blue are highlighted the position of the loop between the residues
194-212 in TrEH and human sEH, respectively.

similar fold to the other solved epoxide hydrolase and a/f hidrolases.
TrEH shown to be a predominantly monomeric enzyme with a small
fraction of dimers. Although, TrEH has the conserved essential residues
for the catalysis, the active site cavity revealed several new features

compared to other enzymes of the same family. The architecture of
TrEH active site has important substitutions in comparison with human,
potato and M. tuberculosis sEHs, which might reflect into the substrate
specificity of this enzyme, although we were not able to elucidate the
molecular basis of its enatiopreference for (S)-(—) enantiomers.
However, the determination of TrEH structure might contribute to
investigate the role of active site residues through site directed
mutagenesis. In addition, TrEH structure will also contribute to design
a more stable and efficient enzyme to be used for the transformation
industry during the process of degradation of xenobiotics or in the
separation of compounds containing enantiomeric epoxide mixtures.
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