Estudos estruturais da enzima Cpz8:
biossintese de antibi6ticos sulfatados.
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Resumo

Neste trabalho determinamos a estrutura da sulfotransferase Cpz8 e comparamos esta estrutura com outros membros
da superfamilia sult. A Cpz8 é possivelmente a mais primitiva sulfotransferase com estrutura conhecida. Através desta
estrutura pudemos propor os mecanismos de reconhecimento dos susbtratos, no qual movimentacfes estruturais
desempenham papel central. A dindmica desta sult primitiva parece estar conservada na evolucdo, apesar da
sequéncia primaria ser pouco conservada. Os mecanismos propostos ajudam também a compreender a dindmica de
sult de mamiferos, as quais sdo importantes no metabolismo de farmacos.

Palavras-chave:

Enzima de biossintese, estrutura cristalografica, catalise enzimatica

Introducéo

A Cpz8 é uma sulfotransferase (SULT) dependente de
PAPS que esta envolvida na biossintese de moléculas
do antibidtico caprazamicina sulfatadas’. Ela utiliza a
molécula PAPS como doadora de sulfato e um segundo
substrato como aceptor, no entanto ela nédo apresenta
um dominio tipico de ligacao a molécula PAPS, tornando
interessante a caracterizacdo estrutural dessa enzima
para estudos de mecanismos cataliticos.

SULTs sdo enzimas encontradas de bactérias até
mamiferos e desempenham papel importante na
biotransformacado de farmacos e na biossintese de
produtos naturais com aplicacdo farmacéutica.
Comparages da sequéncia da Cpz8 com outros
membros da familia SULT revelaram que Cpz8 agrupa
com sequéncias de proteinas hipotéticas, e nao
apresenta  homodlogos  préximos com  estrutura
determinada.

O objetivo deste projeto foi determinar a estrutura
tridimensional da enzima Cpz8. Com a estrutura atbmica
da enzima visamos identificar os sitios de ligacao a
PAPS e ao aceptor de sulfato e propor as bases
moleculares para o reconhecimento dos substratos e
mecanismo catalitico da Cpz8.

Resultados e Discusséao

A enzima recombinante expressa em E. coli Rosetta
apresentou excelente padrdo de qualidade apoés
purificacdo por cromatografia de afinidade e excluséo
molecular, e foi submetida a ensaio de cristalizacéo.
Foram obtidos cristais em 2 condi¢des (precipitante PEG
3350 e tamponante fosfato dissédico/potassico) as quais
foram refinadas para melhora dos cristais obtidos
inicialmente. Conjuntos de dados de boa qualidade
(resolucdo melhor que 2A) foram coletados na linha de
luz MX-2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS-CNPEM, Campinas-SP).

Nao foi possivel recuperar as fases por substituicdo
molecular, provavelmente devido a baixa identidade da
Cpz8 com estruturas de sulfotransferases ja reportadas.
As fases foram recuperadas por faseamento

experimental dos cristais da Cpz8 utilizando SAD (single
wavelength anomalous dispersion). O mapa de
densidade eletrénica calculado permitiu a determinacéo
da estrutura cristalografica da enzima Cpz8.

Nossas analises de sequéncia primaria e estruturas de
SULT ja determinadas indicam que Cpz8 ¢&
provavelmente a SULT mais primitiva com estrutura
determinada. A analise comparativa da Cpz8 com
sulfotransferases de eucariotos (Schistosoma mansoni’
e humanas®), apesar da baixa identidade sequencial,
sugere os sitios de interacdo com seus dois substratos
(aceptor e doador de sulfato). Da mesma forma, o centro
catalitico pode ser sugerido, uma vez que as cadeias
laterais dos aminoacidos participantes da catélise séo
bastante conservadas na estrutura 3D da Cpz8 e das
sulfotransferases mais proximas analisadas. No entanto,
a conformacéo obtida para a Cpz8 na forma apo prevé
movimentagdes estruturais para acomodac¢do do
substrato aceptor de sulfato. Estes dados embasam o
mecanismo de catélise da Cpz8 e agregam informacao
na evolucgéo e flexibilidade de enzimas da familia SULT.

Conclusbes
A estrutura tridimensional da enzima Cpz8 foi
determinada, permitindo a elaboracdo de hipoteses
sobre seu mecanismo catalitico: i- O sitio do aceptor de
sulfato é pequeno, ligando apenas substratos pequenos
ou ii- Ha movimentacdes estruturais, provavelmente
induzidas pela ligacao de PAPS.
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