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Resumo 
O uso dos produtos naturais se intensificou na indústria farmacêutica nos últimos 

anos. Atualmente, estudos para aprimorar alvos aplicáveis em terapia podem ser 

feitos alterando-se a estrutura da uma molécula sem alterar a relação estrutura-

atividade através da bioengenharia. A salinomicina é uma molécula 

biossintetizada por organismos do gênero Streptomyces e possui atividade 

terapêutica tanto na saúde veterinária quanto na saúde humana. Estudos 

diversos mostraram que a biossíntese da salinomicina não é realizada quando 

os genes salC e salBIII são deletados. Os resultados desta dissertação de 

mestrado apresentam a caracterização in-silico e in-vitro da enzima SalC que 

junto mostram que a enzima é uma monooxygenase dependente de FAD. Sua 

função está relacionada a reação de epoxidação em sítios de insaturação e com 

a capacidade de oxidar NADH para restaurar a flavina. Realizaram-se medições 

de consumo de NADH em sistemas de reações compostos de enzima (SalC) 

obtida por expressão heteróloga em Escherichia coli BL21(DE3), substratos com 

presença de insaturação e o intermediário linear obtido da cepa de Streptomyces 

albus ΔsalC buscando-se obter possíveis produtos oxidados dos materiais de 

partida. Também foram feitos estudos estruturais usando dicroísmo circular que 

mostraram uma enzima altamente flexível e junto aos modelos tridimensionais 

propostos pela ferramenta I-TASSER propõe-se uma estrutura tridimensional da 

enzima SalC que foi usada para fazer estudos in-silico destacando-se as 

interações das etapas distintas do ciclo de oxido-redução do FADH2. Finalmente, 

os resultados obtidos foram juntados com pesquisas prévias para elucidar uma 

etapa adicional na biossíntese da salinomicina. 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract 
The use of natural products in the pharmaceutical industry has been 

intensified along the last years. Nowadays, studies to improve applicable targets 

in therapy could be done changing the structure of the molecule without modifying 

the structure/activity relation through bioengineering. Salinomycin is a polyketide 

ionophore biosynthesized by the genus Streptomyces and studies showed 

therapeutic activity both in veterinary and human medicine. Different researches 

showed that salinomicyn biosynthesis is blocked when salC and salBIII genes, 

tailoring gene from salinomycin biosynthetic gene cluster are deleted. This 

research project illustrates SalC enzyme in-silico and in-vitro characterization that 

together displayed that this enzyme belong to the monooxygenase FAD-

dependent family and performs epoxidation reactions in unsaturation sites and 

uses NADH oxidation capacity for FAD restoration. NADH consumption 

measurements were done in reaction systems composed by SalC, the enzyme 

obtained by heterologous recombination in Escherichia coli BL21(DE3), 

unsaturated substrates and the linear intermediate obtained from the 

Streptomyces albus ∆salC strain and potential oxidized products of the starting 

material were observed. Structural studies using circular dichroism revealed a 

highly flexible enzyme and combined with tridimensional models proposed by the 

I-TASSER tool we proposed a tridimensional structure for SalC that was used to 

simulate the interactions with the different stages of the FADH2 oxireduction 

cycle. Finally, the whole set of results were pooled together to clarify an additional 

step in the salinomicyn biosynthesis. 
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1 Introdução 
 

Segundo estudos recentes, o desenvolvimento de novos fármacos de 

fontes naturais, seja uma molécula natural isolada, um derivado de um produto 

natural ou um produto biológico isolado de um organismo, está readquirindo 

importância nos últimos anos1,2. Na revisão de Newman e Cragg do ano 20193, 

foi realizada uma classificação da procedência dos novos fármacos com dados 

do National Cancer Institute e da Food and Drugs Administration nos Estados 

Unidos, de onde foi possível mostrar que os produtos naturais aumentaram a 

participação em medicamentos aprovados nos últimos 18 anos, principalmente 

para o tratamento de agentes infecciosos, evidenciando 88% dos fármacos são 

produtos naturais ou derivados destes3.  

A despeito do seu potencial, a atividade biológica dos produtos naturais 

pode ser melhorada com diferentes métodos. O principal método atual de 

melhoramento são as modificações químicas na estrutura do composto, mas 

devido à dificuldade envolvida em alterar um grupo específico em uma molécula 

complexa estima-se que apenas 500 novos compostos de 3000 – 10000 

produtos com potencial terapêutico tenham acesso farmacêutico2. Outra forma 

de melhorar a atividade biológica dos produtos naturais é pela bioengenharia, o 

que permite a derivatização da estrutura sem alterar a relação estrutura-

atividade. Para fazer um melhoramento do potencial terapêutico de produtos 

naturais como a salinomicina, que possui um grande apelo no setor 

farmacêutico, pode-se aplicar bioengenharia e nesse sentido faz-se necessário 

entender como a biossíntese do metabolito é realizada. Nesta pesquisa, 

buscamos entender os aspectos bioquímicos e estereoquímicos relacionados a 

função da proteína SalC que atua na biossíntese da salinomicina, em especial 

na oxidação estereoespecífica do intermediário linear do tipo polieno obtido a 

partir da deleção do gene salC. 
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1.1 Salinomicina 
A pesquisa de novos produtos naturais com potencial farmacêutico 

permitiu o estudo de muitos compostos, entre eles a salinomicina. Esta molécula 

é produzida por actinobactérias do gênero Streptomyces e contém em sua 

estrutura dois sistemas espirocetálicos, além de anéis do tipo pirano e furano4 

(Figura 1). 

 

 

Figura 1. Molécula de salinomicina5 

O núcleo composto por anéis pirano e furano é rico em oxigênio e permite 

a quelação de diferentes íons metálicos, como por exemplo o íon potássio. Além 

disso, devido a sua estrutura hidrofóbica, sua passagem é facilitada através da 

membrana celular. Esta passagem de íons pela membrana da célula gera uma 

despolarização e eventualmente a morte celular4,6.  

A salinomicina é biossintetizada pelas enzimas codificadas no cluster de 

genes sal que incluem 9 genes PKS (salAI – salAIX) e 18 genes adicionais, onde 

pode-se encontrar enzimas com atividade regulatória, epoxidases FAD-

dependentes, hidrolases, ciclases e oxidases dependentes de citocromo-P450, 

a maioria desses genes tem função putativa e sua atividade enzimática ainda 

está em estudo4,7. A Figura 2 mostra o cluster de genes biossintéticos sal. 
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Figura 2. Cluster de genes responsáveis pela biossíntese da salinomicina7. O 

cluster de genes sal inclui 9 genes PKS (salAI – salAIX) e 18 genes 

modificadores. 

Dois estudos propõem uma rota biosintética onde os genes PKS 

codificam para um módulo de carga compreendido por uma malonil-tioester 

descarboxilase (KSQ), aciltransferase específica para malonil-CoA (AT), 

proteína transportadora de acila (ACP) e 14 módulos de extensão. Após a 

biossíntese do policetídeo é proposto uma primeira ciclização nos carbonos C3 

e C9 catalisada pela enzima SalBIII e então é feita a liberação do intermediário 

linear mediado pela proteína SalX, começando assim uma cascata de reações 

que envolvem a oxidação do policetídeo nos C24 e C28 pela enzima SalC, já 

que ela é uma epoxidase putativa, gerando um bis-epóxido. Na sequência ocorre 

a hidroxilação do carbono C20 feita pela enzima SalE para finalmente gerar o 

sistema de anéis furano e pirano feito pelas ciclases SalBI/II. Os estudos 

conseguem explicar uma sequência lógica dos passos da biossíntese mas tem 

a ausência da dupla ligação entre C18 e C194,5,7. A Figura 3 ilustra a rota 

biossintética proposta para a salinomicina. 
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Figura 3. Rota biossintética proposta para a obtenção da salinomicina7. 
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1.2 Epoxidação enzimática 
Diferentes organismos usam enzimas específicas com a capacidade de 

gerar grupos oxiranos em estruturas de certos metabólitos secundários, seja 

para adicioná-los na estrutura final ou para que os grupos epóxi sejam usados 

como percursores de menor energia na geração de estruturas mais complexas7–

9. Tais enzimas são denominadas oxido-redutases que pertencem à família das 

monooxigenases, caracterizam-se pela necessidade de ter um cofator, seja um 

grupo FAD ou FMN nas flavino-dependentes ou um grupo heme nas heme-

dependentes. Essas enzimas podem reagir também com substratos na presença 

ou na ausência de sítios de insaturação e necessitam de NAD(P)H, o qual 

participa como um regenerador do cofator. Esta pesquisa está focada no estudo 

de monooxigenases FAD-dependentes e a seguir são mostrados alguns 

exemplos de epoxidases FAD-dependentes. 

1.2.1 Estireno monooxigenase 

Estireno monooxigenases compreendem um grupo de enzimas que 

convertem o estireno para óxido de estireno, encontram-se em diversos 

organismos e atualmente são usadas frequentemente em biossíntese cell-

free8,10. As estireno mooxigenases (SMOs) têm na sua estrutura dois domínios 

conservados: 

• O domínio A (SMOA) é a componente monooxigenase, que 

trabalha na formação do epóxido com alta enantiosseletividade 

com auxílio do cofator FAD+; 

• O domínio B (SMOB) é a componente redutase dependente de 

NADH, que permite a regeneração do cofator10. 

O sítio SMOA interage com a coenzima FADH2 (1) que reage 

cataliticamente com o oxigênio molecular para gerar um grupo peróxido no 

cofator (2). Este grupo peróxido dispõe de um oxigênio eletrofílico que interage 

com os elétrons π da dupla ligação não aromática no estireno (3), gerando uma 

hidroxiflavina (4). A liberação do óxido de estireno e de água gera um FAD 

oxidado que interage fracamente com a SMOA (5), o FAD oxidado é reduzido 

pelo sítio SMOB NADH-dependente. No Esquema 1 é possível observar a 
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reação de epoxidação do estireno catalisado pela enzima estireno 

monoxigenase. 

 

Esquema 1. Representação do mecanismo de reação da enzima estireno 

monooxigenase. 

 

1.2.2 Monooxigenase putativa FAD-Dependente na biossíntese da Monensina: 

Enzima MonCI  

A monensina é um ionóforo com atividade antimicrobiana obtida através 

da fermentação das bactérias Streptomyces cinnamonensis. Pertence à família 

de metabólitos secundários de policetídeos estruturalmente relacionados, sendo 

um dos mais bem estudados. A monensina é biossintetizada por um 

agrupamento de genes que inclui um complexo multienzimático PKS (MonAI – 

MonAVII) encarregados dos 12 ciclos de condensação necessários para a 

formação do esqueleto molecular policetídico. Neste cluster de genes estão 

presentes também enzimas que fazem modificações estruturais para finalmente 

obter a monensina11. 
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Esquema 2. Resumo das etapas finais envolvidas na rota biossintética da 

monensina na qual a enzima MonCI promove a epoxidação estereoespecífica do 

intermediário linear e as enzimas MonBI e MonBII atuam como hidrolases 

ciclases (adaptado de Bhatt et. al, 2005). 

Estudos de biologia molecular feitos por Bhatt e colegas11,12 mostraram 

que entre as enzimas encarregadas de fazer as mudanças estruturais no 

intermediário policetídico, encontra-se a enzima MonCI, a qual promove a 

oxidação do intermediário linear para gerar 3 grupos epóxi que guiam a 

estereoquímica característica da monensina11,12. Experimentos de deleção do 

gene monCI mostrou o acúmulo do policetídeo não oxidado. O estudo do gene 

permitiu associá-lo com uma função putativa de epoxidase FAD-dependente12. 

1.2.3 LasC: Epoxidase FAD-Dependente na biossíntese da lasalocida 

A lasalocida é um agente antibacteriano obtido de cepas de bactérias 

Streptomyces lasaliensis. Assim como na biossíntese de metábolitos 

especializados como a monensina e salinomicina, a lasalocida contém um grupo 

de genes que codificam uma PKS tipo I (LasAI-LasAVII) que sintetizam um 

policetídeo como intermediário linear13,14 que após sua liberação será 



26 
 

transformado enzimaticamente em lasalocida. Estudos demostraram que as 

enzimas LasB e LasC participam na biossíntese da lasalocida com funções de 

ciclase e epoxidase respetivamente.13 

No caso específico da enzima LasC, esta foi classificada como uma 

epoxidase putativa FAD-dependente13. De acordo com Minami e colaboradores9, 

a enzima LasC tem a capacidade de oxidar o intermediário linear, adicionando 

grupos epóxi em sítios de insaturação como foi predito. Para realizar a oxidação, 

a LasC utiliza uma flavina como cofator que atua como doadora de elétrons e 

que é restaurada pela oxidação de uma molécula de NAD(P)H. Também foi 

demostrada a promiscuidade da enzima no momento de oxidar moléculas do tipo 

dieno truncadas9. O Esquema 3 apresenta o mecanismo de reação proposto 

para a epoxidação de alcenos catalisada pela enzima LasC. 

 

Esquema 3. Resumo das etapas finais envolvidas na rota biosintética da 

lasalocida. LasC promove a epoxidação estereoespecífica do intermediário 

linear e a enzima LasB atua como hidrolase ciclase. (Adaptado de Minami et. al, 

2008) 
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2 JUSTIFICATIVA 
Como apresentado na introdução, as bactérias do gênero Streptomyces 

têm a capacidade de sintetizar ionóforos com propriedades antibióticas. Clusters 

de genes como mon, las, tet, e sal são responsáveis pela biossíntese dos 

poliéteres monensina, lasalocida, tetronomicina e salinomicina respectivamente. 

O estudo desses clusters de genes mostrou que existem domínios conservados 

correspondentes para módulos PKS assim como enzimas pós-PKS que atuam 

como modificadoras do intermediário policetídeo linear liberado uma vez 

terminadas as etapas de elongação feita pelas enzimas PKS. Ditas enzimas tem 

a capacidade de epoxidar estereosseletivamente sítios de insaturação com 

geometria trans ou E e assim formar um poli-epóxido (enzimas da família c) que 

será usado por enzimas ciclases (família b) para gerar uma cascata de abertura 

e fechamento de anéis para formar os grupos pirano e furano característicos dos 

ionóforos4,7. 

A biossíntese da salinomicina tem a atuação de enzimas modificadoras 

responsáveis pela formação de duas funcionalidades epóxido (SalC) e pela 

formação dos sistemas bis-espirocetálico e pirano (SalBI/SalBII). A formação dos 

anéis B e E não seguem as regras de ciclização de Baldwin, sendo favorecido o 

fechamento 6-endo-tet (ataque o C29’) e não o esperado 6-exo-tet (ataque ao 

C28).  

 

Figura 4. Estruturas obtidas na salinocimicina seguindo as regras de Baldwin 

(azul) e anti-Baldwin (rosa). 
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Recentemente, diversos estudos mostraram que além de atividade 

antibiótica, a salinomicina também tem atividade contra células tronco de câncer, 

mas devido a alta toxicidade em células humanas seu uso está restringido na 

medicina veterinária. Pesquisas que obtiveram derivados da salinomicina 

adicionando diferentes substituintes nos carbonos C-1, C-19, C-20 e formando 

diferentes grupos ésteres derivados do grupo ácido carboxílico em C-1 

permitiram concluir que a obtenção de derivados da salinomicina diminui a 

toxicidade em células humanas e aumenta a atividade anticâncer em células 

tronco e células de câncer pequenas6,15,16. 

A possibilidade de obtenção de análogos da salinomicina por 

bioengenharia constitui a motivação para o entendimento da sua rota 

biossintética. Compreender a estereoespecificidade da reação de epoxidação 

originando o intermediário bis-epoxidado, que na sequência passa por etapas de 

ciclização anti-Baldwin promovida pelas enzimas B podem permitir a modificação 

desta rota para gerar estruturas análogas com menor toxicidade e aplicáveis na 

medicina humana. 
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3 OBJETIVOS 
O objetivo principal do projeto é o estudo da enzima flavina 

monooxigenase SalC envolvida na oxidação estereosseletiva do intermediário 

linear insaturado pré-salinomicina. Esse intermediário foi isolado do mutante 

ΔsalC5. 

Os objetivos específicos compreendem: 

• Expressão e caracterização funcional e bioquímica da enzima SalC; 

• Análise estrutural in silico da enzima; 

• Produção do intermediário pré-salinomicina; 

• Estudos mecanísticos e estruturais enzima-substrato; 

• Isolamento, purificação e caracterização do intermediário modificado 

enzimaticamente. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Fermentação dos metabólitos, expressão heteróloga e purificação da 
enzima SalC 

As metodologias usadas para a obtenção do intermediário do tipo 

policetídeo linear a partir de Streptomyces albus  sem e com deleção do gene 

salC, a expressão e purificação da enzima SalC são metodologias 

padronizadas5. 

4.2 Ensaios estruturais da enzima SalC 
A estrutura secundária da enzima SalC foi estudada usando a técnica de 

dicroísmo circular: 2 nmol de proteína foram dissolvidos em tampão Tris-HCl 20 

mmol L-1, pH 8,0 e a solução irradiada com comprimentos de onda entre 196 nm 

e 260 nm usando um espectro polarímetro Jasco modelo J720. Fizeram-se 

provas de desnaturação e naturação térmica em rampas de temperatura de 25 

°C até 85 °C. Os dados foram analisados usando a ferramenta online 

DICHROWEB17,18. 

4.3 Ensaios de atividade enzimática in vitro 
Para determinar o consumo de NADH pela proteína, foi usado um sistema 

de incubação contendo 3,7 µM de SalC, 240 µmol L-1 de substrato e 6 mmol L-1 

de NADH e adicionado tampão de Tris-HCl 20 mmol L-1 para completar um 

volume de 1 mL. A diminuição da concentração de NADH foi acompanhada 

usando um espectrofotômetro UV-Vis Biomate3 da Thermo-Electron no 

comprimento de onda de 340 nm durante 90 s. Para a análise de espectrometria 

de massas, aumentou-se o tempo e o volume de incubação para 4 horas e 25 

mL respectivamente, o material obtido foi extraído usando acetato de etila e 

analisado usando CG/MS. Os substratos testados estão apresentados na Tabela 

1.   
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Tabela 1. Substratos usados no teste de atividade enzimática da enzima SalC 

Característica da molécula Substrato utilizado 

Alceno homoalílico sem substituinte 

na dupla ligação 
 

3-buten-1-ol 

Alceno alílico com substituinte na 

dupla ligação  

3-metil-2-buten-1-ol 

Alceno alílico com duplo substituinte   

2-metil-3-buten-2-ol 

Alceno alílico com substituinte na 

dupla ligação  

2-metil-2-propen-1-ol 

Alceno sem substituinte na dupla 

ligação 
 

4-penten-1-ol 

Alceno sem substituinte na dupla 

ligação e ausência do grupo hidroxila 
 

2-penteno 

Alceno cíclico 

 

L-limoneno 
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4.3.1 Ensaio da transformação do intermediário pré-salinomicina  

A oxidação do intermediário linear da biossíntese da salinomicina foi feita 

in vitro na presença da enzima SalC. Usaram-se 25 mL de meio de reação 

composto de Tris-HCl 20 mmol L-1 pH 8,0, 2 mmol L-1 NADH, 3,7 µmol L-1 de 

enzima SalC e 1000 µL de fração de extrato obtido do cultivo da linhagem 

mutante de Streptomyces albus-ΔsalC. A reação foi feita overnight sob 

aquecimento com temperatura de 25 °C com agitação constante. O produto 

obtido foi extraído com acetato de etila em relação 1:1, o solvente foi removido 

e após evaporação foi diluído com metanol. Os produtos obtidos foram 

analisados usando um espectrômetro de massas acoplado a UPLC Waters, 

modelo TQD Quattro Micro API; fonte de ionização por electrospray (ESI); coluna 

de fase reversa InfinityLab Poroshell 120 C-18 2,7μm; 4.6x100mm. A gradiente 

de eluição seguiu as proporções de A e B a seguir:  0-10 min, 95% A/5% B; 15 

– 20 min, 99% A/ 1% B; 20 – 40 min, 99% A/ 1%B; 40 – 45 min, 100%A, 0%B. 
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5 Resultados 

5.1 Fermentação e extração do intermediário linear 
Estudos anteriores revelam que a deleção do gene salC promove o 

acúmulo do intermediário linear pré-salinomicina, no qual a etapa de oxidação é 

inibida4. Esses estudos validam que SalC é a enzima responsável pela oxidação 

estereoespecífica do intermediário linear insaturado pré-saliomicina. 

Inicialmente foram testadas condições de cultivo para a produção de 

salinomicina e do intermediário linear utilizando a linhagem selvagem 

Streptomyces albus DSM 41398 (wt) e a cepa com a deleção do gene salC 

(ΔsalC). A produção dos metabólitos foi acompanhada por espectrometria de 

massas, esperando-se a presença da sinal de salinomicina (750,49 g mol-1) e 

ausência do sinal do intermediário linear (721,03 g mol-1) no cultivo da linhagem 

wt, cujo acúmulo é então observado no cultivo da cepa em função da deleção do 

gene salC (Figura 4).  

 

 

Figura 5. Estruturas da salinomicina (acima) e do intermediário linear (abaixo). 

 As cepas de bactérias ΔsalC e WT armazenadas em meio SFM sólido 

(Extrato de soja 20 g L-1, manitol 20 g L-1, agar 20 g L-1, MgCl2 10 mmol L-1) foram 

pre – inoculadas por 2 dias em meio  SFM (Extrato de soja 20 g L-1, manitol 20 

g L-1, MgCl2 10 mM) (seed) e depois transferidas para meio MP (Glicose 10 g L-

1, amido solúvel 10 g L-1, peptona 2 g L-1, extrato de levedura 3 g L-1, soytone 3 
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g L-1, extrato de malta 2 g L-1, cloreto de sódio 5 g L-1, TES 25 mmol L-1 pH 7,2) 

para fermentação por 14 dias sob agitação constante. Os metabólitos presentes 

no meio de cultivo foram extraídos após de centrifugação do meio de cultura 

(3000 rpm x 15 min) usando acetato de etila em relação 1:1 e depois da remoção 

do solvente, o extrato bruto foi diluído em metanol para análise por cromatografia 

líquida acoplado a espectrometria de massas (LC-EM) (Figura 5).  

  

Figura 6. Cromatogramas dos extratos obtidos: A1_2 refere-se ao cultivo de 

Streptomyces albus (wt) onde a sinal m/z 769 [Ms + NH4+] corresponde à 

salinomicina; B19D refere-se ao cultivo da bactéria Streptomyces albus-ΔsalC, 

onde a sinal de m/z 744 [MI + Na+] corresponde ao intermediário linear sodiado.   

Nos cromatogramas mostrados há evidência da presença de salinomicina 

só no cultivo da cepa selvagem (sinal de m/z 769 [Ms + NH4+]), enquanto a cepa 

mutante mostra a ausência do sinal de salinomicina e a presença de um sinal de 

m/z 744 relacionado ao intermediário linear sodiado. 

O extrato obtido do cultivo da cepa com deleção do gene salC foi semi-

purificado passando-se por uma coluna Superclean™ LC-18 SPE de 3 mL, a 

coluna foi ativada com 3 mL de metanol e equilibrada com 6 mL de solução de 

metanol 5%, o extrato foi passado na coluna e a eluição foi guardada para 

análise posterior. Foram feitas 4 lavagens aumentando-se a concentração de 

metanol de 25% até 100% em incrementos de 25% de metanol. As frações 

eluídas foram analisadas usando LC-EM. 
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Figura 7. Comparação dos cromatogramas obtidos das análises de massas das 

frações eluídas por coluna Superclean™ LC-18 SPE observando-se o íon m/z 

744 referente ao intermediário linear pré-salinomicina. 

Somente no cromatograma da fração 100% metanol (B17d 100% 

metanol) aparece o sinal de interesse (m/z 744 [MI+Na+]). A obtenção de uma 

solução com quantidade reduzida de outros metabólitos especializados (fração 

100%) permite que a incubação do intermediário com a enzima SalC seja mais 

fácil de ser estudada, já que a fração é a mais rica no composto de interesse. 

  

5.1.1 Expressão heteróloga da enzima SalC 

A expressão da enzima SalC foi feita usando como organismo heterólogo 

Escherichia coli BL21(DE3) contendo um plasmídeo no qual o gene salC foi 

inserido em um vetor pET29b(+), entre os sítios de NdeI e EcoRI, originando o 

plasmídeo pET29-salC, o qual foi mantido em E. coli DH10B. A integridade do 

plasmídeo foi verificada após análise de restrição utilizando-se as enzimas NdeI 

e EcoRI. A Figura 8 mostra o padrão das bandas obtidas após a digestão e 

corrida em um gel de agarose 1%, aonde é possível observar as bandas em 

~6000 pb e ~1500 pb referentes ao plasmídeo e ao fragmento respectivamente. 

A construção correta do plasmídeo também foi avaliada por sequenciamento do 

fragmento utilizando-se os primers T7 e T7t.  

[MI+

Na+] 
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Figura 8. Gel de agarose (1%) para a prova da integridade do plasmídeo após 

transformação em bactérias de E. coli BL21(DE3) usando plasmídeos isolados 

das cepas de estoque (DH10B) e de produção (BL21(DE3)). Linha 1: Marcador 

de massa molecular; linha 2 e 3: plasmídeo isolado de E. coli  DH10B; linha 4: 

plasmídeo isolado de E. coli DH10B após digestão com as enzimas de restrição 

EcoRI e NdeI; linha 5: plasmídeo isolado de E. coli BL21(DE3); linha 6: 

plasmídeo isolado de E. coli BL21(DE3) após digestão com as enzimas de 

restrição EcoRI e NdeI; linha 7: plasmídeo isolado de E. coli  DH10B pré-

transformação; linha 8: plasmídeo isolado de E. coli BL21(DE3) pré-

transformação; linha 9: Plasmídeo isolado de E. coli BL21(DE3) após 

transformação e clivado pelas enzimas de restrição NdeI e EcoRI; linha 10: 

plasmídeo isolado de E. coli DH10B após transformação e clivado pelas enzimas 

de restrição NdeI e EcoRI.   

Uma vez obtida uma transformação de E. coli BL21(DE3) com plasmídeo 

pET29-salC, foi realizado o experimento de expressão para obtenção de SalC. 

A Figura 9(a) mostra o acompanhamento do experimento de expressão em um 

gel de poliacrilamida no qual é comparada a expressão do gene feita em meio 

LB na presença de canamicina como marcador de seleção na presença e 

ausência de IPTG. Pode-se observar uma banda acima de 50 kDa mas a banda 

está presente tanto na fração solúvel sem IPTG como na fração solúvel com 

IPTG, para ter uma melhor resolução no gel e para esclarecer a produção da 

5000 

1500 
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proteína, diminuiu-se a concentração de poliacrilamida no gel de 12% para 7% 

e foi feita uma pré-purificação usando uma coluna His-Tag. O gel obtido depois 

da purificação é mostrado na Figura 9(b), onde pode-se observar a presença de 

uma banda de massa um pouco maior de 50 kDa isolada após a pré-purificação, 

corroborando a produção da proteína SalC suspendida em tampão fosfato 20 

mmol L-1 pH 8.0. 

   

Figura 9. a) Gel de poliacrilamida (7%) feito para a prova da expressão do gene 

salC. Pode-se ver a presença de bandas de 50 kDa tanto na fração solúvel sem 

IPTG como na solúvel com IPTG; linha 1 e 6: marcador molecular   linha 2: fração 

insolúvel sem IPTG; linha 3: fração solúvel sem IPTG; linha 4: fração insolúvel 

com IPTG; linha 5: fração solúvel com  IPTG, b) Gel de poliacrilamida (12%) com 

diminuição da concentração de acrilamida. Observa-se a produção da proteína 

parcialmente purificada com massa cerca de 50 kDa (linha 5), linha 1: marcador 

molecular; linha 2: fração solúvel; linha 3:  flowtrought; linha 4: Lavagem com 

imidazol 60 mmol L-1; linha 5: lavagem com imidazol 600 mmol L-1. 

Com o protocolo estabelecido, a produção de enzima foi escalonada para 

realizar os ensaios de dicroísmo circular e de caracterização catalítica. Usaram-

se 500 mL de meio LB com canamicina como antibiótico para a expressão do 

gene, obtivendo-se um rendimento da purificação de 0,08 mg mL-1 de enzima no 

meio de cultura usado. 

a) b) 
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5.1.2 Ensaio de dicroísmo circular 

Para o experimento de dicroísmo circular observou-se a necessidade de 

troca do tampão fosfato, uma vez que o mesmo absorve em valores de 

comprimento de onda baixos, promovendo a saturação do sinal no detector e 

dificultado medidas em valores entre 190 e 200 nm19. Para evitar a interferência, 

foi realizada a troca de tampão para Tris-HCl 20 mmol L-1 e eliminou-se o NaCl 

da solução. A Figura 10 mostra o gel de poliacrilamida (12%) feito para avaliar a 

presença de proteína depois do procedimento de troca de tampão usando uma 

coluna HiTrap™ Desalting, onde a banda perto de 50 kDa se mantém.  

 

 

 Figura 10. Gel de poliacrilamida 

(12%) onde se apresenta a presença 

da banda maior a 50 kDa após da 

troca de tampão de fosfato 20 mmol 

L-1 para Tris-HCl 20 mmol L-1. Linha 

1: Marcador molecular; linha 2: 

Enzima SalC com tampão fosfato 20 

mmol L-1, NaCl 300 mmol L-1; linha 3: 

Enzima SalC com tampão Tris-HCl 

20 mmol L-1. 

Fizeram-se ensaios de dicroísmo circular (CD) para deduzir a composição 

porcentual dos diferentes tipos de estruturas secundárias presentes na enzima. 

Para realizar a medição, foi necessário fazer diluições da enzima para evitar 

saturar o detector. A concentração ideal para o experimento foi de 0,1 mg mL-1 

em tampão Tris-HCl 20 mmol L-1. As faixas de comprimento de onda relevantes 

na análise estrutural da proteína compreendem 208 nm para α-hélice, 215 nm 

para folhas-β e 196 nm para estruturas randômicas19–21. Nessas condições foi 

obtido um espectro de CD em temperatura de 25 °C com 16 scans no total 

(Figura 11) onde pode-se apreciar que a enzima apresenta estruturas 

secundárias de α-hélice, folhas-β e arranjos randômicos. 

50 

37 

75 
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Figura 11. Espectro CD da enzima SalC adquirido em temperatura de 25 °C. 

O espectro obtido a 25 °C foi analisado usando dois diferentes softwares, 

a ferramenta online DRICHROWEB, que usa o método K2D para calcular as 

porcentagens de α-hélice, folhas-β e estrutura randômica comparando o 

espectro CD com uma base de dados de espectros tanto teóricos, obtidos de 

estruturas armazenados no PDB como espectros experimentais de proteínas 

com estrutura já conhecida17,18,22,23 e a ferramenta CNND, que usa uma rede 

neuronal com a capacidade de reconhecer os diferentes aportes da estrutura 

secundária, absorção da cisteína, cadeias laterais aromáticas, aporte do ruído 

de medição e erros não randômicos que modificam o espetro CD24.  As 

porcentagens das conformações presentes na enzima obtidas a partir da 

deconvolução com os métodos já mencionados pode ser observada na Tabela 

2. 

Tabela 2. Contribuições das diferentes estruturas secundárias presentes na 

enzima SalC obtidas com os métodos K2D e CDNN 

 

 

 

 

 
Enzima SalC (25°C) 

 
K2D CDNN 

α-Hélice (%) 23 16,2 

Folhas-β (%) 24 33 

Randômico (%) 53 48,6 
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 Utilizou-se a análise de CD para avaliar a estabilidade térmica da enzima 

em uma faixa de temperatura compreendida entre os valores de 25 °C e 80 °C 

em intervalos de 5 °C. O gráfico obtido (Figura 12), compara os espectros 

obtidos, e evidencia que a enzima SalC tem uma faixa de estabilidade térmica 

compreendida entre as temperaturas de 25 °C e 50 °C, quando a enzima é 

aquecida até atingir os 55 °C começa o processo de desnaturação térmica, 

obtendo-se uma enzima totalmente desnaturada em temperaturas maiores que 

70 °C. 

 

Figura 12. Espectro de dicroísmo circular da enzima SalC compreendendo as 

faixas de temperaturas de 25 °C a 80 °C. 

5.1.3 Ensaios de atividade enzimática in vitro 

A enzima SalC interage com substratos que tem insaturações na sua 

estrutura e como  epoxidase, promovendo a adição de um átomo de oxigênio e 

originando um grupo epóxido4,7. Esta oxidação é feita pela redução do grupo 

FAD que doa elétrons para gerar as duas novas ligações. O FAD é reconstituído 

pela doação de prótons vindo da oxidação de duas moléculas de NADH, dita 

oxidação é feita também pela enzima SalC permitindo um novo ciclo de 

epoxidação9 (Esquema 4). 
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Esquema 4. Ciclo da reação de epoxidação catalisada pela enzima SalC 

Experimentalmente foi possível observar que a enzima SalC oxida NADH para 

NAD+ na presença de substratos que possui insaturações em sua estrutura 

(Figura 13).  A observação da oxidação de NADH é uma prova indireta da 

conversão das moléculas testadas para seu respectivo epóxido (Esquema 5) 

promovida pela enzima SalC, onde um grupo do tipo oxirano é gerado a partir da 

oxidação das insaturações presentes nos substratos precursores. O uso de 

substratos solúveis em água tem um consumo de NADH superior a 90%, mas 

quando o substrato tem uma natureza hidrofóbica, o consumo de NADH diminui. 

 

Figura 13. Variação do consumo de NADH feito pela enzima SalC com os 

substratos 3-buten-1-ol (preto); 3-metil-2-buten-1-ol (vermelho), 2-metil-3-buten-

2-ol (azul), 2-metil-2-propen-1-ol (magenta), L-limoneno (verde), 4-penten-1-ol 

(roxo). 
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Esquema 5. Produto esperado após epoxidação enzimática da molécula 3-

buten-1-ol. 

O cromatograma apresentado na Figura 14 mostra os produtos obtidos 

após incubação da molécula 3-buten-1-ol com a enzima SalC. A interação da 

enzima com o 3-buten-1-ol gera a molécula 2-(oxiran-2-il)-etan-1-ol com massa 

de 88,05 g mol-1. A fragmentação do pico em 4,323 (baixa resolução) gera um 

padrão de fragmentos compatível com o esperado para 2-(oxiran-2-il)-etan-1-ol 

(Figura 14). 

 

Figura 14. Cromatograma obtido da análise da transformação enzimática do 3-

buten-1-ol usando SalC com uma proporção substrato:NADH 1:1. O pico eluído 

em 4,323 s mostra um padrão de fragmentação que pode ser atribuído para o 

epóxido esperado. 

O sinal de m/z 43,1 mostra o fragmento de óxido de etileno com uma 

diferença de m/z 0,08, o sinal de m/z 56,1 pode mostrar o fragmento resultante 
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da eliminação do grupo metanol da molécula (diferença de massa 0,93). O 

fragmento m/z 73,0 representa a subtração de parte do grupo oxirano, com uma 

diferença de 1,04. A massa molecular é mostrada no sinal m/z de 87, com uma 

diferença de 1,05. 

 

Figura 15. Espectro de massas gerado para o 2-(oxiran-2-il)-etan-1-ol 

A importância da insaturação na reação foi avaliada usando a ferramenta 

analítica ANOVA do software ORIGINPro 8.5. A absorbância medida foi 

convertida para porcentagem de NADH consumido em 90 s de reação, 

compararam-se a porcentagem de NADH consumido usando os substratos 3-

buten-1-ol, 3-metil-2-buten-1-ol, 2-metil-3-buten-2-ol, 2-metil-2-propen-1-ol, L-

limoneno e 4-penten-1-ol. Para cada reação foram feitas 4 repetições e as 

médias das repetições foram analisadas usando o teste de Tukey36 e para avaliar 

a igualdade das variâncias usou-se o teste de Levene36, juntado as duas 

informações pode-se concluir se essa variável, no caso o substrato, tem 

diferenças estatisticamente significativas. A Figura 16 mostra a comparação 

entre médias (mean) e desvios padrão das variáveis (factors) estudados. Os 

dados mostram que para os fatores estudado existe uma diferença 

estatisticamente significativa, especificamente para os substratos L-limoneno e 

4-penten-1-ol (ρ<0,05). A ausência do grupo hidroxila nessas estruturas gera 

uma diminuição no momento dipolar da molécula, o que pode gerar uma 

interação menor com a enzima e assim evitando que haja interação com o sítio 

catalítico. 
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Figura 16. Comparativo do consumo de NADH dos substratos. A diminuição do 

consumo de NADH do L-limoneno e 4-penten-1-ol é estatisticamente significativa 

(ρ<0.05) 

A incubação do extrato obtido do cultivo da cepa com a deleção do gene 

salC foi estudada usando espectrometria de massas de baixa resolução. O 

esquema 6 mostra a possível mudança propostas pelo Yurkovich e colegas7 , 

ditas mudanças são resultantes da presença de grupos do tipo oxirano 

resultantes da oxidação das insaturações localizadas nos carbonos 24 e 27 da 

molécula7. 

 

Esquema 6. Oxidação do intermediário linear pré-salinomicina catalisado pela 

enzima SalC. 



45 
 

Finalmente, foi feito o estudo de oxidação enzimática do intermediário 

linear. Esperou-se nesse experimento observar a presença de epóxidos 

adicionais resultando nas massas dos intermediários sodiados de m/z 744 

[MI+Na+] e m/z 776 [MO+Na+] no caso da oxidação em uma única etapa e 

considerando-se que o substrato não seja completamente convertido ou um 

único sinal de m/z 776 [MO+Na+]. Finalmente, ausência do sinal de m/z 744 

[MI+Na+] mostra um consumo completo do substrato e a presença do sinal m/z 

776 [MO+Na+] mostra uma reação completa com consumo dos 

substratos/intermediários ou uma reação em uma única etapa.  

Com o objetivo de comprovar a hipótese de oxidação nas insaturações da 

molécula, a incubação foi feita overnight com excesso de enzima e na presença 

de NADH. Os espectros obtidos (Figura 17), mostram a ausência do sinal m/z 

740 [MI+Na+] e a presença de sinais de m/z 776 [MO+Na+] no cromatograma. Os 

resultados mostram que o intermediário linear foi completamente convertido para 

o produto oxidado, mas deve-se fazer uma análise de fragmentação (MS/MS) 

desse pico para validar essa observação. 

 

Figura 17. Comparação dos cromatogramas obtidos: i. fração B17d (100% 

metanol) onde está presente a sinal do intermediário linear (m/z 744 [MI+ Na+]); 

ii. fração de extrato que contém o intermediário linear com a enzima SalC (B17d 

100% + SalC sem FAD) onde se observa o sinal de m/z 776 [Mo+ Na+]. 

Com as informações obtidas e juntando-as com as contribuições feitas por 

Yurkovich e colaboradores7 a rota biosintética da salinomicina pode ser 

explicada. A síntese começa com a extensão de um grupo acila através de 14 
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módulos que contêm domínios de ceto-redutase (KR), desidratases (DH), 

enoilredutase (ER), cetosintases (KS), descarboxilase (KSQ) e aciltransferase 

(AT) agrupados em 9 genes modulares (salAI – salAIX). Após a elongação da 

cadeia carbônica, a enzima SalX funciona como carregador do policetídeo linear 

liberado e o primeiro grupo pirano é formado pela enzima SalBIII e então, a 

enzima SalC oxida o intermediário linear, gerando um bis-epóxido ao adicionar 

dois grupos epóxi nas insaturações presentes nos carbonos C24 e C28. As 

enzimas SalD e SalE receberam o intermediário oxidado e adicionaram um grupo 

hidróxi- no C20. Finalmente, as enzimas SalBI e SalBII formam o núcleo rico em 

oxigênio constituído por dois piranos e um furano em um sistema 

bisespirocetálico, característico da salinomicina e um pirano com o qual a síntese 

da molécula é finalizada. 

 

Figura 18. Rota biosintética da salinomicina 
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5.2 Estrutura tridimensional da enzima SalC 

5.2.1 Estudo da sequência de aminoácidos da enzima SalC 

A sequência da enzima SalC está armazenada no site do NCBI sob o 

código CCD31908.1. 

>CCD31908.1 epoxidase [Streptomyces albus subsp. albus] 

MPAADGRVTHLMTGETHAVVLGGGLTGMLTSAVLARHLDKVTVIERDVLPEGPELRKGVPQ

ARHAHLLWSGGARAIDSVLPGTVKQLIAEGAHRLYLPRDVVWLTPHGWQHRFSGSQFMVTC

SRALLDWVVRRQALAEPKITVRQETEVLGLLGGAGQVTGVRLRDRSGESTELAADLVVDAG

GRASALRRWLPELGLDQVEEDVVDSGIAYATRVFKAPAPVAQGFPMVNIAAAPGLGKPGQN

GALVPIEDGKWLVTLAGTRGGEPPTDDDSFLDFARGLRHPVLADLLERAEPLGPVKGSRSTVN

RRLYYDRVANWPDGLLVLGDALAAFNPVYGHGMSCSALSAKALDAELGRSGLAPGMVQAV

LQKVAKVVDDPWLLATTQDICYPGTKVTAQDPRIAPRGDQEQQFADLLSTAALHDPVVSAAA

MQVTALAAPVSSLESPHLVAALRKGKAHEPLTAPPFKDAELAVLDGDAAGAAASA 

Figura 19. Sequência de aminoacidos da enzima SalC. 

A enzima SalC possui 484 resíduos de aminoácidos com uma massa 

molecular de 51,04 kDa e um ponto isoelétrico teórico de 6,02. Analisando a 

sequência da enzima, observa-se uma porcentagem de resíduos de Tyr (1,2%), 

Phe (1,9%) e Trp (1,7%) que absorvem luz de 280 nm (total de 4,8%) que 

proporcionam a enzima um coeficiente de extinção molar de 53065 M-1cm-1. 

O alinhamento da sequência com outras enzimas da família c que participam na 

epoxidação de intermediários lineares na biossíntese de diferentes ionóforos 

mostrou que a sequência tem uma cobertura que varia entre 87% - 95% 

comparadas às suas homólogas sendo que a identidade varia entre 53% - 74% 



48 
 

. 

Figura 20. Alinhamento entre as sequencias das enzimas SalC, monensina 

epoxidase (MonC), e LasC (lasalocida epoxidase). 

A proteína SalC é produzida pela expressão do gene localizado entre as 

posições dos nucleotídeos 741649 e 743268 do genoma do organismo 

Streptomyces albus sp. albus DSM 41398, a sequência de aminoácidos está 

disponível no banco de dados NCBI com o código CCD31908.1. O gene tem um 

tamanho de 1425 pb, codifica para uma proteína de 484 aminoácidos e possui 

uma massa de 51,8 kDa e um pI de 6,0225. 

Utilizou-se a ferramenta online I-TASSER para analisar a estrutura 

tridimensional, flexibilidade, sítios conservados, sítios ativos, locais de ligação, 

proteínas semelhantes e classificação enzimática da enzima SalC26–28. A Figura 

15 mostra o Fator B normalizado (B-Factor Profile, BFP) que indica a flexibilidade 
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de cada resíduo presente na enzima, onde valores menores de 0 indicam 

resíduos menos estáveis em condições experimentais29. Segundo a Figura 21, 

a enzima SalC tem uma alta flexibilidade, principalmente nos locais onde a 

estrutura de α-hélice está presente. Valores de BFP positivos são encontrados 

principalmente nos extremos da enzima e alguns locais onde a estrutura 

randômica é predominante. Os sítios de ligação com FAD e os sítios ativos são 

mostrados como locais flexíveis possivelmente para acomodar-se mais 

facilmente ao substrato linear e extenso e para interagir mais facilmente com o 

cofator. 

 

Figura 21. Valores de BFP calculados para a enzima SalC comparados com as 

estruturas secundárias preditas e os sítios ativos e de ligação com FAD.  

A ferramenta I-TASSER também gerou 5 diferentes modelos usando o 

software SPICKER, os modelos gerados foram classificados com vários 

critérios26–28: 

• C-Score: Valor entre [-5,2], onde valores maiores mostram estruturas de 

maior confiabilidade, em outras palavras, mostra a qualidade do modelo 

gerado; 

• TM-score (Template Modeling score) e RMSD-score (Simply Root-
Mean-Square Deviation): Medem a similaridade entre uma estrutura 

simulada e uma estrutura nativa conhecida, mas no caso de proteínas 

cuja estrutura é desconhecida, são comparados os valores de C com os 

modelos preditos. O valor de TM e RMSD mostram a qualidade do 

alinhamento e da topologia global da proteína. Valores de TM > 0,5 
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indicam um modelo de topologia confiável e valores < 0,17 mostram uma 

similaridade randômica;  
• Densidade do cluster: Define-se como o número de réplicas de baixa 

temperatura em unidade de espaço, mostrando quanto muda o cluster 

obtido de SPICKES no momento de fazer pequenas deleções da estrutura 

proteica. Um valor alto da densidade de cluster mostra que a estrutura é 

simulada uma maior quantidade de vezes, o que representa uma melhor 

qualidade do modelo. 

Os modelos gerados e os valores calculados e mencionados acima estão 

apresentados na Figura 22 e na Tabela 1A (Anexos). 

 

Figura 22. Modelos gerados pela ferramenta I-TASSER para a sequência de 

aminoácidos da enzima SalC com seus respectivos valores de C-score. As 

imagens dos modelos foram feitas usando a ferramenta PyMOL, amarelo foi 

atribuído para as folhas-β, vermelho para as α-hélices e verde para as estruturas 

randômicas.  

É possível observar em todas as estruturas obtidas uma conformação 

majoritária de estrutura do tipo randômica, seguido da conformação de α-hélice 

Modelo 1 

C-score: -1,94 

Modelo 2 

C-score: -1,74 
Modelo 3 

C-score: -1,41 

Modelo 4 

C-score: -2,23 

Modelo 5 

C-score: -2,33 
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em concordância com o obtido com os valores BFP, uma proteína de alta 

flexibilidade. Também se observa a presença de folhas-β isoladas e apenas o 

modelo 5 mostra uma distribuição não uniforme dessas estruturas. Os outros 

modelos mostram que as folhas-β estão presentes principalmente em duas 

localizações da enzima. Em geral, os modelos simulados concordam com os 

dados de BFP: enzimas com uma estrutura altamente flexível e pouca 

contribuição de folhas-β.  

Os valores de C-score (Tabela 1A Anexos) variam entre -1,41 até -2,23, 

sendo o modelo 3 quem tem o maior valor de C-score com -1,41. Entretanto, o 

modelo 3 não foi considerado como o principal já que o número de decoys é 

menor, sendo de 819 para o modelo 1 e 600 para o modelo 3, uma maior 

quantidade de decoys permite guiar mais eficientemente a construção da 

estrutura da proteína. Uma vez que os valores de C são negativos para todos os 

modelos e considerando-se que o valor de TM para o modelo 1 é menor que 0,5 

e que os valores comparados entre os modelos 1, 2 e 3 não permitem concluir 

qual é o modelo que melhor se acomoda para a enzima SalC conclui-se que é 

preciso comparar os modelos gerados com os dados que foram medidos em 

experimentos in vitro para concluir qual é a estrutura que representa mais 

adequadamente SalC. 

Calcularam-se a porcentagem de α-hélice, folhas-β e estrutura randômica 

dos modelos gerados pelo software I-TASSER usando duas estratégias 

diferentes: uma medição direta, contando a quantidade de resíduos em cada tipo 

de estrutura secundária e relacionando-o com o total de resíduos da proteína e 

usando o software online apresentados a seguir: 

• DSSP: Ferramenta mais usada para calcular as contribuições das 

estruturas secundárias presentes em enzimas, baseia-se nas ligações de 

hidrogênio entre os diferentes resíduos 30;  

• STRIDE: Software que considera tanto as ligações de hidrogênio como os 

ângulos φ e ψ dos resíduos presentes na proteína gerando uma 

quantificação mais sensível30; 

• SECSTR: Assim como o software DSSP, baseia-se nas contribuições 

feitas pelas ligações de hidrogênio entre os resíduos de aminoácidos 
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presentes na enzima mas adiciona a quantificação das π-hélices 

presentes na estrutura30. 

• XTL-SSTR: Calcula a contribuição de cada conformação estrutural 

baseado nas ligações de hidrogênio e interações amida-amida de cada 

resíduo. As distâncias e os ângulos são calculados a partir da geometria 

dos aminoácidos30; 

• P-SEA: Baseia-se nos carbonos α da estrutura protéica30; 

• PALSSE: Usando os carbonos α, baseia-se nos ângulos gerados entre os 

carbonos Cαi, Cαi+1, Cαi+2 e Cαi+331; 

• STICKS: Baseia-se na localização dos carbonos α e ligações de 

hidrogênio; pode detectar folhas-β que outros softwares como DSSP 

considerariam como ausência de estrutura32; 

• Simulação de dicroísmo circular (Simulação CD): A partir de um espectro 

de dicroísmo circular simulado usando a ferramenta PDBMD2CD, 

calculou-se a porcentagem de contribuição de cada tipo de estrutura 

secundária usando o fundamento teórico de DSSP33. 

A Tabela 2A (Anexos) mostra as porcentagens de estrutura secundária 

obtidas a partir dos diferentes softwares. É possível observar que os diferentes 

métodos não diferem muito nos cálculos de estruturas do tipo α-hélice e 

randômica, mas as porcentagens de folhas-β variam consideravelmente (até 

21%). Esses resultados podem ser em função da presença de folhas-β isoladas, 

que são ignoradas por diferentes softwares como aqueles baseados em DSSP 

(DSSP, PALSSE, Simulação CD). 

 

5.2.2 Previsões in silico 

5.2.2.1 Enzimas estruturalmente análogas 

Utilizando o programa de alinhamento TM-Align e a ferramenta I-TASSER 

estabeleceu relações de comparação entre estruturas de proteínas disponíveis 

no Protein Data Bank (PDB) e o modelo 1. A Tabela 3 mostra a identidade entre 

as duas estruturas, a porcentagem de cobertura da sequência e mostra as 5 

proteínas análogas estruturalmente junto com os valores de TM34,35. 
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Tabela 3. Enzimas estruturalmente análogas com o modelo 1 da enzima SalC 

Classificação PDB Nome 
Classificação 
enzimática 

TM-
score 

Identidade 
(%) 

Cobertura 
(%) 

1 6j0zC AlpK Óxido-redutase 0,1581 16 83,7 

2 2qa1A PgaE Oxido-redutase 0,1569 16,5 83,7 

3 2qa2A CabE Oxido-redutase 0,1562 15,5 82,6 

4 3ihgA 

Aklavinone-11 

hidroxilase 
Flavine Oxido-redutase 0,2280 13 86 

5 5kowA 

Rifampicina 

monooxigenase 
Oxidoredutase 0,1522 15,1 83,1 

 

As enzimas com analogia estrutural caracterizam-se pela mesma 

classificação como óxido-redutases. Entretanto é possível notar um valor de 

identidade baixo em relação ao modelo 1 da enzima SalC o que pode se explicar 

pelo fato de que os modelos têm um índice de confiança baixo dilatando erros 

no momento de identificar análogos estruturais. Adicionalmente os valores de 

identidade das enzimas com relação estrutural tem um valor baixo de identidade 

(máximo de 16,5% com a enzima PgaE) indicando que as estruturas têm pouca 

relação. Usou-se o software PyMOL para gerar uma imagem comparando cada 

enzima com o modelo 1 da proteína SalC.  

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=6j0z
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2qa1
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2qa2
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3ihg
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=5kow
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Figura 23. Alinhamentos do modelo 1 da enzima SalC (verde) com a enzima 

AlpK (ciano), PgaE (castanho claro), CabB (branco), aklavinona (magenta) e 

rifampicina monooxigenase (lilás). As linhas amarelas mostram as distâncias 

entre aminoácidos na mesma posição. Os cofatores e moléculas de água foram 

apagados. 

Os valores calculados de TM mostram que os alinhamentos feitos não 

satisfazem os valores de referência para proteínas com alta similaridade 

estrutural, já que não superam 0,5, sendo então considerados de similaridade 

randômica. Como os modelos 2 e 3 mostram vantagens na densidade do cluster 

e maiores valores de C-score, fizeram-se os cálculos dos valores de TM com as 

enzimas de maior similaridade com o modelo 1, AlpK e alklavinona (Tabela 4). 

Observou-se que os valores de TM aumentaram para o caso da enzima AlpK 

nos modelos 2 e 3 enquanto que os valores para a enzima aklavinona-11 

hidroxilase diminuiram 12,54% para o modelo 2 e 9,96% para o modelo 3, 

entretanto ainda não são aceitáveis podendo-se concluir que as enzimas apesar 

de ser estruturalmente semelhantes não tem a mesma função catalítica, o que 

explica a baixa porcentagem de identidade. 
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Tabela 4. Valores de TM calculados para os alinhamentos entre os modelos 1, 2 

e 3 e as enzimas AlpK e aklavinona 

Classificação PDB Nome 
TM-score 

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 

1 6j0zC AlpK 0,1581 0,1622 0,1672 

4 3ihgA 

Aklavinona-11 

hidroxilase 
0,2280 0,1994 0,2053 

 

A tabela 5 apresenta as porcentagens de variação das contribuições de α 

– hélices, folhas β e estruturas randômicas calculadas com os dados de 

dicroísmo circular e os valores de estrutura secundaria dos modelos propostos 

pelo I-TASSER usando o software STICKS com o objetivo de propor uma 

estrutura tridimensional pra a enzima SalC. 

Tabela 5. Análise das diferenças entre as contribuições estruturais calculadas a 

partir do método K2D e comparadas com as porcentagens das estruturas 

secundárias do modelo 1 obtido do software I-TASSER e calculados com o 

método de STICKS (M1: Modelo 1, M2: Modelo 2, M3: Modelo 3, M4: modelo 4, 

M5, modelo 5) 

 SalC M 1 
% 

Erro 
M 2 

% 
Erro 

M 3 
% 

Erro 
M 4 

% 
Erro 

M 5 
% 

Erro 
α-Hélice (%) 23 34,7 0,34 30,6 0,25 34,9 0,34 30,2 0,24 32,2 0,29 

Folhas-β (%) 24 18 0,33 27,5 0,13 25,6 0,06 26,9 0,11 21,7 0,11 

Randômica 
(%) 

53 47,3 0,12 41,9 0,26 39,5 0,34 43 0,23 46,1 0,15 

 

Como discutiu-se na seção 5.3.1, os valores de C-score, a densidade do 

cluster e considerando que o valor de TM no modelo 1 não satisfaz o critério de 

topologia correta, guiando-se pelo valores de erro da comparação das 

porcentagens de estrutura secundária in vitro e in silico, pode-se concluir que o 

modelo 3, que tem o maior valor de densidade do cluster e um valor médio de 

C-score, acomoda-se melhor aos valores obtidos in vitro. A estrutura com os 

valores obtidos é apresentada na sequência:  

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=6j0z
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3ihg
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Figura 24. Estrutura tridimensional da enzima SalC com os valores 

considerados para sua escolha. 

 

5.2.3 Caraterização da atividade enzimática 

Usando a ferramenta BLAST, procuraram-se os domínios conservados da 

enzima SalC, onde um domínio de ligação de FAD compreendido entre as 

posições 16 – 374 da sequência da enzima, um sítio conservado nas enzimas 

que pertence à grande família de monooxygenases dependentes de FAD, o que 

encontra-se em acordo com a caraterização estrutural in-silico da enzima gerada 

pelo software I-TASSER, onde as proteínas propostas são dependentes de FAD. 

Tendo em conta o sítio ativo em comum, foi feito um BLAST comparando as 

sequencias das proteínas com analogia estrutural e com a enzima LasC, uma 

enzima que exerce papel similar a SalC na  biossíntese da lasalocida como 

descrito no trabalho de Atsushi e colaboradores9, na formação estereosseletiva 

de um bis-epóxido no intermediário linear pré-lasalocida, o qual posteriormente 

é ciclizado pela enzima LasB para gerar os grupos pirano e furano na molécula9. 

A Tabela 3A (Anexos) apresenta os valores de identidade, similaridade, 

cobertura da sequência e o valor de expectativa, E, que indica a probabilidade 

de encontrar no banco de dados um tamanho específico de sequência. Esses 

dados mostram que a enzima mais relacionada com a SalC é a monooxigenase 

dependente de FAD LasC, com valores de 75% de similaridade, que indica que 

um 75% dos aminoácidos presentes nas sequências das enzimas compartilham 

C-score = -1,41                        

Densidade do cluster: 0,0889 

α-hélice: 34,9% 

folhas-β: 25,6% 

randômico: 39,5% 
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a mesma natureza química. As sequências também mostram uma identidade de 

61%, indicando que as sequências compartilham uma alta porcentagem de 

aminoácidos idênticos. Entretanto, 4 das 5 enzimas com analogia estrutural 

mostram uma baixa cobertura, variando entre 6% e 35%, valores que, junto com 

o valor de E > 10-4 indicam que as sequencias não são semelhantes e os valores 

de identidade e similaridade não são confiáveis. A única enzima estruturalmente 

similar com alta cobertura é AlpK. 

Considerando que as enzimas com valores de identidade superiores de 

30% em geral exercem a mesma função, e valores de E<10-4 mostram uma alta 

confiabilidade nos valores medidos, a enzima LasC pode descrever 

corretamente a função esperada de SalC. Entretanto, para o estudo dos locais 

de interação com o cofator será considerada a estrutura de AlpK, já que a enzima 

LasC não tem uma estrutura descrita na literatura. A enzima LasC como foi 

explicado anteriormente, é uma epoxidase que depende de FAD. Como 

epoxidase, classifica-se na família de óxido-redutases e o Esquema 7 mostra a 

reação de epoxidação proposta por Atsushi et al.9, onde a enzima consume 

NADH, que é o doador dos elétrons que são recebidos pelo FAD para gerar as 

ligações envolvidas na reação de epoxidação. Nesse sentido, espera-se que a 

enzima SalC funcione como uma óxido-redutase (epoxidase) dependente de 

FAD e consome NADH na reação. 

 

Esquema 7. Ciclo de reações proposto para a enzima LasC (Adaptado de 

Atsushi e colaboradores9) 
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5.3 Estudos de iteração da molécula FADH2 com a enzima SalC 
Amparando-se na estrutura tridimensional que parece melhor representar 

SalC e unindo essas informações aos dados de dicroísmo circular e I-TASSER 

discutido na seção 5.3, estudou-se a interação entre a enzima SalC com a 

coenzima FADH2 e suas diferentes conversões, hidroxiflavina, peroxiflavina, 

flavina oxidada e flavina reduzida. Como foi tratado na introdução, o ciclo da 

flavina já foi estudado na enzima estireno monooxigense e baseando-se nesse 

modelo, foram simuladas as interações usando o software Chimera 1.13.1e 

AutoDock Vina. O ciclo começa com uma interação forte do FADH2 no sítio de 

ligação da flavina, após da oxidação nucleofílica, obtém-se uma peroxiflavina 

que tem a capacidade de doar um oxigênio na formação do grupo epóxido no 

substrato, quando essa doação é feita, forma-se uma hidroxiflavina a qual após 

reação de condensação forma uma flavina oxidada (FAD). O ciclo é repetido 

quando o NAD(P)H é oxidado pela enzima para reduzir o FAD para FADH2. 

Segundo a revisão feita por Montersino e colaboradores10, quando a flavina 

encontra-se oxidada, a interação com o sítio catalítico das enzimas FAD-

dependentes diminui até atingir um equilíbrio entre enzima livre de FAD e enzima 

com FAD10. Baseando-se nos sítios de ligação de flavina obtidos pelos Softwares 

I-TASSER e BLAST (Tabela 6 e 7 e Figura 16) foi definido um Grid com centro 

em (62,86, 61,63, 65,94)) e com dimensões (36,99, 27,41, 18,86), onde 

encontra-se o sítio catalítico para o FADH2 (Figura 25). 
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Tabela 6. Domínios conservados na sequência de aminoácidos da enzima SalC 

Nome Código Descrição Intervalo Valor de 
E 

PRK06185 PRK06185 óxido-redutase  

FAD-dependente 

132-339 6.91e-09 

 
FAD Binding pfam01494 Domínio de ligação 

de FAD  

15-340 1.34e-07 

 
 

Tabela 7. Sítios de ligação para a enzima SalC 

Rango Valor 
de C 

Tamanho 
do cluster 

Nome do 
ligando 

Resíduos do sítio de ligação 

1 0,75 219 FAD 21, 22, 23, 24, 25, 26, 44, 45, 46, 

47, 60, 65, 67, 124, 

147,148,149,182,183,184,188, 

211, 306, 326, 327, 334, 337, 

338, 339, 340, 341 

Pssm-ID: 235729 [Multi-domain]  Cd Length: 407  Bit Score: 57.56  E-value: 6.91e-09 

                         10        20        30        40        50        60        70        80 

                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 

Query_17208  132 RRQALAEPKITVRQETEVLGLLGGAGQVTGVRLRDRSGEsTELAADLVVDAGGRASALRRwlpELGLDQVEE----DVVd 207 

Cdd:PRK06185 115 AEEASAYPNFTLRMGAEVTGLIEEGGRVTGVRARTPDGP-GEIRADLVVGADGRHSRVRA---LAGLEVREFgapmDVL- 189  
                         90       100       110       120       130       140       150       160 

                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 

Query_17208  208 sgiayatrVFKAPAPVAQGfpmvniAAAPGLGKPGQNGALVPIEDgKWLVTLAGTRGGEPPTDddsfldfARGL---RHP 284 

Cdd:PRK06185 190 --------WFRLPREPDDP------ESLMGRFGPGQGLIMIDRGD-YWQCGYVIPKGGYAALR-------AAGLeafRER 247  
                        170       180       190       200       210 

                 ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*. 

Query_17208  285 VLADLLERAEPLGPVKGSRSTVNRRLYYDRVANW-PDGLLVLGDALAAFNPVYGHG 339 

Cdd:PRK06185 248 VAELAPELADRVAELKSWDDVKLLDVRVDRLRRWhRPGLLCIGDAAHAMSPVGGVG 303  
 

Pssm-ID: 366675 [Multi-domain]  Cd Length: 345  Bit Score: 53.09  E-value: 1.34e-07 

                          10        20        30        40        50        60        70        80 

                  ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 

Query_17208    15 ETHAVVLGGGLTGMLTSAVLARHLDKVTVIERdvlpegpeLRKGVPQARhAHLLWSGGARAIDSVlpGTVKQLIAEGA-- 92 

Cdd:pfam01494   1 ETDVLIVGAGPAGLMLALLLARAGVRVVLVER--------HATTSVLPR-AHGLNQRTMELLRQA--GLEDRILAEGVph 69  
                          90       100       110       120       130       140       150       160 

                  ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 

Query_17208    93 ----HRLYLPRDVVWLTPH-GWQHRFSGSQFMVTcsRALLDWVVRRQAlaepkiTVRQETEVLGLLGGAGQVTGVRLRDR 167 

Cdd:pfam01494  70 egmgIAFYNPDARADLDFLtSPPRVTVYPQTELE--PILVEHAEARGA------QVRFGTEVLSLEQDGDGVTAVVRDRR 141  
                         170       180       190       200       210       220       230       240 

                  ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 

Query_17208   168 SGESTELAADLVVDAGGRASALRRwlpELGLDQVEEDvvdsGIAYATRVFKAPAPVAQGFPMVNIAAApgLGKPGQNGAL 247 

Cdd:pfam01494 142 DGEEYTVRAKYLVGCDGGRSPVRK---TLGIEFEGEE----GIFGSLDVLFDAPDLSDPVERAFVHYL--IYAPHSRGFV 212  
                         250       260       270       280       290       300       310       320 

                  ....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....|....*....| 

Query_17208   248 VPIEDGK----WLVTLAGTRGGEPPtddDSFLDFARGLRHPVLADLLERAEPLG-PVKGSRSTVNRRLYYDRVanwpdgl 322 

Cdd:pfam01494 213 GPWRSYGrryyVQCPWDEEVEERPE---EFTDEELKQRLRSIVGTDLAPVEIDWkSIWGVRSRVATRYRKGRV------- 282  
                         330 

                  ....*....|....*... 

Query_17208   323 LVLGDALAAFNPVYGHGM 340 

Cdd:pfam01494 283 FLAGDAAHIHPPTGGQGL 300  
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Figura 25. Acima: Enzima Sal C (ciano) com o Grid escolhido (verde) para o 

estudo de docking. Abaixo:  Superfície da enzima Sal C (esquerda) onde está 

ressaltado o bolso de ligação proposto para o FADH2 (direita). 

Com as condições anteriormente descritas, foram obtidos diversos 

complexos SalC-Flavina que cumprem com as condições de energia, ΔG e sítio 

de ligação. A Tabela 8 apresenta os valores dos complexos mencionados 

previamente. O único complexo que não apresenta ligações de hidrogênio para 

estabilizar a interação está formado entre a enzima e o cofator oxidado (SalC – 

FAD), resultado que concorda com o apresentado por Montersino10, ressaltando 

que as monooxigenases FAD-dependentes entram em equilíbrio com o cofator 

quando ele se encontra oxidado. 
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Tabela 8. Propriedades energéticas dos complexos obtidos 

Complexo 
Enzima – 
Coenzima 

Energia 
[J] 

∆G [J] 

SalC – FAD -0.407 -8.339 

SalC – FADH2 -1.764 
-

10.658 

SalC – 
Peroxiflavina 

7.944 -9.902 

SalC – 
Hidroxiflavina 

-9.455 -9.884 

  

O ciclo da flavina proposto começa com um equilíbrio SalC – FAD (Figura 

26), já que a ausência de ligações de H diminui a estabilidade do complexo, essa 

observação condiz com o dado obtido pela energia do complexo, -0.407 J, 

indicando que a enzima recebe pouca estabilidade pela interação com a flavina 

oxidada.  

 

Figura 26. Complexo SalC – FAD. 

Após a redução da flavina, o complexo obtém uma diminuição de energia 

de -1.764 J, indicando que a estrutura entra em um estado mais relaxado e mais 

espontâneo devido a sua energia livre. A energia da interação SalC – FADH2 
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diminui pelas ligações de hidrogênio que aparecem após da redução, 5 no total, 

que estabilizam o complexo e permitem a oxidação nucleofílica do cofator para 

continuar com a etapa seguinte. 

 

Figura 27. Complexo SalC - FADH2. As ligações de hidrogênio formadas são 

apresentadas em verde. 

O complexo SalC – peroxiflavina formado após a oxidação nucleofílica 

aumenta a energia do complexo para 7.944 J mas a interação continua sendo 

espontânea, com uma energia livre de -9.902 J. Esse aumento de energia deve-

se a mudança conformacional na adenina do cofator, que muda sua localização 

espacial para disponibilizar o grupo peróxi- estabilizando o complexo (Figura 28). 
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Figura 28. Complexo SalC – peroxiflavina. As ligações de hidrogênio são 

mostradas em verde. 

Finalmente, a formação da hidroxiflavina diminui a energia do complexo 

para -9.455 J, indicando que a transferência do oxigênio para o substrato 

favorece a formação do novo complexo. 

 

 

Figura 29. Complexo SalC - Hidroxiflavina. As ligações de hidrogênio são 

mostradas em verde. 
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6 Conclusões 

• Obteve-se sucesso na produção da enzima SalC cataliticamente ativa e 

com ela promovue-se a oxidação de diferentes substratos para estudar a 

promiscuidade da enzima e sua interação com o intermediário linear 

obtido da cultura da bactéria S. albus ΔsalC. Foi possível propor a 

obtenção do epóxido 2-(oxiran-2-il)-etan-1-o e do bis-epóxido, 

intermediário da biossíntese da salinomicina, que foram caracterizados 

utilizando as técnicas de GC-MS e LC-EM de baixa resolução 

respectivamente. 

• Foi possível, a partir de análises in silico (I-TASSER) e experimentos de 

dicroísmo circular, sugerir uma estrutura tridimensional para a enzima 

SalC. Com essa estrutura foi possível fazer um estudo in sílico do ciclo 

catalítico do cofator FADH2, onde foi corroborado o ciclo catalítico 

característico das Baeyer-Villiger monooxigenases. 

• Determinou-se a importância da molécula de NADH no meio reacional, 

mostrando que na ausência desse reagente não é possível observar ação 

catalítica por parte da enzima. 

• Juntando as informações obtidas em estudos prévios com as 

observações feitas nesta pesquisa, foi esclarecido como atua a enzima 

SalC na epoxidação do intermediário linear na biossíntese do poliéter  

salinomicina. As contribuições com a elucidação biossintética facilitarão o 

estudo estruturas análogas com menor toxicidade. 

• Os estudos enzimáticos demonstram a possibilidade de aplicação 

biotecnológica  de SalC em sistemas de reações tipo cell free.  
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8 Anexos 
Tabela 1A. Valores de C, TM, RMSD e densidade do cluster calculado pela 

ferramenta I-TASSER para os modelos gerados a partir da sequência de 

aminoácidos da enzima SalC. Os valores de TM e RMSD para os modelos 2 e 3 

não foram calculados 

Nome C-Score 
Exp. TM-

Score 

Exp. 

RMSD 
Decoys 

Densidade 

do cluster 

Modelo 1 -1,94 
0,48 +- 

0,15 
11,9 +- 4,4 819 0,0523 

Modelo 2 -1,74 - - 600 0,0637 

Modelo 3 -1,41 - - 600 0,0889 

Modelo 4 -2,23 - - 466 0,0392 

Modelo 5 -2,33 - - 514 0,0355 
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Tabela 2A. Porcentagens de contribuição geradas pelos diferentes métodos de 

quantificação de estrutura secundária para os diferentes modelos gerados pela 

ferramenta I-TASSER para a enzima SalC 

Modelo 1         

Método DSSP P-SEA PALSSE STICKS STRIDE XTLSSTR PyMOL Simulação CD 

α-Hélice (%) 27,3 26,4 43,6 34,7 28,9 24,8 33,26 27,27 

Folhas-β (%) 6,6 13 27,5 18 8,3 9,7 10,54 6,62 

Randômico (%) 66,1 60,5 28,9 47,3 62,8 65,5 56,2 66,11 

Modelo 2         

Método DSSP P-SEA PALSSE STICKS STRIDE XTLSSTR PyMOL Simulação CD 

α-Hélice (%) 31,6 31 47,3 30,6 33,9 30,4 28,72 30,17 

Folhas-β (%) 12,4 25 30 27,5 12,6 11,8 6,4 15,71 

Randômico (%) 56 44 22,7 41,9 53,5 57,9 64,88 57,44 

Modelo 3         

Método DSSP P-SEA PALSSE STICKS STRIDE XTLSSTR PyMOL Simulação CD 

α-Hélice (%) 30 31 45,7 34,9 31,4 24,6 31,82 28,92 

Folhas-β (%) 18,4 23,3 29,5 25,6 18,4 13,6 15,5 18,38 

Randômico (%) 51,7 45,7 24,8 39,5 50,2 61,8 52,69 52,69 

Modelo 4         

Método DSSP P-SEA PALSSE STICKS STRIDE XTLSSTR PyMOL Simulação CD 

α-Hélice (%) 30,8 27,3 49,4 30,2 28,5 23,8 31,82 30,79 

Folhas-β (%) 14,3 21,5 26 26,9 14,9 14,9 13,84 14,25 

Randômico (%) 55 51,2 24,6 43 56,6 61,4 54,34 54,96 

Modelo 5         

Método DSSP P-SEA PALSSE STICKS STRIDE XTLSSTR PyMOL Simulação CD 

α-Hélice (%) 30 26,2 42,4 32,2 30 25 31,4 30,79 

Folhas-β (%) 15,3 20,5 36 21,7 17,4 14,5 13,22 14,25 

Randômico (%) 54,8 53,3 21,7 46,1 52,7 60,5 55,37 54,96 
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Tabela 3A. Estudo da homologia das enzimas com analogia estrutural e da 

enzima LasC com a enzima SalC 

Nome Cobertura E Identidade Similaridade 

AlpK 53% 4E-79 48% 68% 

PgaE 6% 0,004 44% 62% 

CabE 19% 0,09 27% 53% 

Aklavinone-11 hidroxidase 35% 0,51 45% 65% 

Rifampicina monooxigenase 22% 1,7 35% 56% 

LasC 43% 3 E-86 61% 75% 

 

 


	25ca8d1f2e986cfe13df19854e4886f5ef88ad0aa27e587ec37e76f5238c24f3.pdf
	Ficha Catalográfica Online
	25ca8d1f2e986cfe13df19854e4886f5ef88ad0aa27e587ec37e76f5238c24f3.pdf

