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INTRODUCAO:

Devido a atual imperatividade de aplicacao de tecnologias mais limpas e atreladas a conceitos como
por exemplo a quimica verde, o emprego de métodos orgéanicos para producdo e tratamento de compostos
quimicos se torna cada vez mais vigente (SILVA; LACERDA; JUNIOR, 2005). Com essa realidade, tém-se
como 6tima alternativa a utilizacao de biocatalisadores (enzimas) em pontos chave de processos que possam
ser adaptados para tal (PRADO, 2003).

Porém, a aplicacdo sintética de proteinas (enzimas) em sua forma nativa apresenta algumas
limitagcdes quando destinadas a areas industriais ou estagdes de tratamento de esgoto, como por exemplo
instabilidade térmica e frente ao meio em questdo (como porexemplo pH e forcaibnica), consideravel perda
de eficiéncia com o decorrer de sua aplicagdo (ASSIS et al., 2010) e complicacdes econdmicas envolvidas
com a dificuldade de recuperar os biocatalisadores aplicados (NETTO; ANDRADE; TOMA, 2009). Devido a
esse fato, algumas medidas podem ser tomadas para melhoramento desses processos como um todo,
contornando justamente alguns desses problemas, entre elas, tém-se a alteracdo da estereospecificidade,
termoestabilidade e atividade envolvendo técnicas de biologia molecular de mutagdes sitio dirigidas ou
aleatdrias (CONTI; RO-DRIGUES; MORAN, 2001) e ainda, quando possivel, a imobilizagdo proteica como
solucdo para certos problemas de estabilidade e da propria recuperacdo e reaproveitamento do mesmo
(NETTO; ANDRADE; TOMA, 2009).

E para tal melhoramento de processo, no caso, o melhoramento da eficiéncia catalitica e seletividade
desse biocatalisador, existe a necessidade de um amplo conhecimento da estrutura tridimensional e do
mecanismo catalitico da enzima (CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2001). E nesse exato contexto, devido
justamente a essa necessidade, tém-se a importancia da bioinformatica, que com uma definicdo mais
abrangente de Verli (2014), pode ser entendidacomo: "o emprego de ferramentas computacionais no estudo
de problemas e questées bioldgicas, abrangendo também as aplicagdes relacionadas a saitde humana como
o planejamento de novos farmacos". Isto posto, a aplicacdo dessas técnicas computacionais, como por
exemplo o Docking, a Dindmica Molecular e Métodos Hibridos QM/MM podem fornecer importantes
informacdes sobre o sistema em questdo, como por exemplo: prever o modo de ligacdo e a afinidade de
pequenas moléculas dentro do sitio ativo de um receptor de interesse, calcular a distribuicdo e 0 movimento
de particulas de um sistema de muitos corpos e relacionar as propriedades observadas experimentalmente
através da mecanica estatistica e ainda, no caso dos métodos hibrid os, considerar sistemas complexos como
duas partes distintas, uma parte classica (MM —Molecular Mechanics) e outra parte quantica (QM — Quantum
Mechanics) quimicamente ativa, na qual se aplica o método de estrutura eletrénica a fim de se conciliar a
descricdo de processos eletrbnicos, como rea¢c8es quimicas ou transferéncias de carga, com uma descricéo
apropriada dos efeitos do meio (biomolecular ou solvente) (SILVA, 2015).

Dessaforma, o presente trabalho tem como objetivo desenvolverum estudo inicial das enzimas OXA-
499 e WelO5 - que sao uma B-Lactamase e uma halogenase respectivamente, ou seja, sdo capazes de
hidrolisar antibiéticos com anéis -Lactamicos e adicionar halogénios em determinadas moléculas organicas
- com o amparo de técnicas de bioinformética (docking molecular).

Devido as atuais condi¢c@es sanitérias, o projeto foi adaptado para uma abordagem remota, na qual a
cerne do trabalho foiavaliar possiveis substratos para a halogenase WelO5 e OXA-499 livre por meio de
docking molecular. Até o presente momento, alguns dados referentes a essa linha de pesquisa ja foram
relatados em outros projetos (como por exemplo parametros cinéticos e estruturais da enzima), dessaforma,
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relatam-se aqui apenas os resultados de docking molecular para a enzima WelO5, visto que as simula¢cfes
com a enzima OXA-499 ainda estdo sendo finalizados.

METODOLOGIA:

Os célculos com a enzima WelO5 foram realizados utilizando a estrutura A do PDB
(https://www.rcsb.org/search): 5IQT (que ja inclui os cofatores Fe2*, Cl- e 2-oxo-glutarato) para a WelO5, por
meio do programa Molegro 6.0 Virtual Docker com o MolDock Score como fungéo. Todos os dockings foram
realizados na auséncia de moléculas de agua. Ja as estruturas dos ligantes analisados foram obtidas da
biblioteca PubChem (Para a enzima WelO5:12-Epi-Hapalindole C - CID: 21676627; Ambiguine C Isonitrile-
CID: 21610114; Ambiguine H Isonitrile - CID: 16069590; Ambiguine I Isonitrile - CID: 16109784; Ambiguine L
Isonitrile - CID: 44139241; Hapalindole U - CID: 16069589.).

As melhores poses foramdefinidas por meio de uma analise da distancia entre o ion cloreto e o &tomo
de carbono onde ocorre a cloragéo (obtido da estrutura cristalografica 5IQT) para o caso da enzima WelO5,
além de uma analise de energia do complexo enzima-substrato. Tendo o conhecimento da melhor pose na
primeira rodada, essa foi utilizada como input para a proxima e assim sucessivamente. A decisdo sobre a
melhor pose foi feita a cada rodada, através da andlise da distancia mencionada acima e da energia do
complexo em relagcdo a etapa anterior. Os mapas de interagdo dos ligantes reportados nas FIGURAS foram
obtidos utilizando a estrutura presente no PDB 5IQT da WelO5 e as melhores poses obtidas no docking foram
analisadas no programa DiscoveryStudio 2021.

Quanto as cinéticas realizadas com a técnica de ressonancia magnética nuclear, os experimentos
foram realizados em espectrometros Bruker Avance-lll operando a 600,17 MHz na frequéncia de hidrogénio
1H a 25 °C. Utilizando sempre uma sequéncia pseudo-2D (espectros 1D de H em sequéncia com intervalos
de tempo constante) com supressédo do sinal da 4gua durante o periodo de espera - pseudo2D-zgpr.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para o caso do 12-epi-hapalindole C (Figura 1) as interac6es sdo muito semelhantes a observada
para o 12-epifischerindole U, além da distancia C-Cl ser favoravel 4,80 (Figura 3). Além do composto citado
acima, os resultados obtidos paraa ambiguine L Isonitrile e para o hapalindole U também foram interessantes
— mostraram uma esfera de coordenacdo semelhante, distancias C-Cl menores que as obtidas na estrutura
cristalografica e energias favoraveis na ordem de -68 a -73 kcal/mol (Tabela 1). Este resultado é
especialmente interessante no caso da ambiguine L Isonitrile, substrato da AmbO5. Além desse amb
derivado, outro composto que mostrou resultados promissores foi o ambiguine H Isonitrile (Figura 3).
Adicionalmente, sabe-se que os residuos mais importantes para a ocorréncia da halogenacédo (que interagem
com o possivel ligante e cofatores) sdo a H164, S189, F169 e R270 (MITCHELL, 2016), residuos esses
presentes e contribuintes para a estabilizacdo do complexo no sitio catalitico. Dentre os quais, a H164 e a
F169 sdo os mais frequente no mapa de interacdes, demonstrando sua importancia e consonancia ao
mecanismo proposto (MITCHELL, 2016) e ainda que apenas a H164 (dos residuos citados) apresenta
interacdo com o substrato natural da halogenase WelO5 (estrutura cristalografica).

Por meio de uma andlise das energias envolvidas dos principais residuos para a estabilizacdo do
substrato (Figura 4), é visivel que, de maneira geral, existem determinados residuos comuns a todos os
compostos que contribuem de maneira significativa para a estabilizacdo destes complexos, dos quais
destacam-se a H164 e 1161 (Figura 4), fato esse que € concordante as analises realizadas tomando como
base os mapas deinteracdo (Figura 2) e a literatura como ja comentado, visto que a H164 esta presente, e
em destaque nas trés observacdes.

Com relag@o aos ensaios de cinética com a técnica de ressonancia magnética nuclear presente na
Figura 5, embora ndo seja possivel realizar uma comparacao direta entre os decaimentos observados, pois
foram utilizadas diferentes concentracGes de substrato e enzima, € possivel observar que a velocidade
reacional é constante para os carbapenémicos, devido a alta afinidade enzima-substrato (Km na escala de
nM). J& o antibiético ceftazidima, ndo é observado o consumo mesmo apés 17 horas de reacdo usando alta
concentragdo de enzima (22 uM)
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Figura 1. a) Mapade interagdo da estrutura cristalografica do substrato nativo da enzima WelO5
b) Ampliacdo do sitio catalitico (PDB: 5IQT) com o substrato nativo.
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Figura 2. Mapa 2D de interacdo dos ligantes com a proteina WelO5
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Figura 3. a—f) Ampliacéo do sitio catalitico (PDB: 5IQT) com as poses dos possiveis substratos.

f) Hapalindole U

Tabela 1. Distancias e energias obtidas pelo procedimento de Docking Molecular.

12-Epi- Ambiguine | Ambiguine | Ambiguine | Ambiguine | Hapalindole
Hapalindole C | ClIsonitrile | HIsonitrile | Ilsonitrile | L Isonitrile U
Distancia (A) 4,80 6,27 5,22 7,65 4,08 4,44
Energia (u.a) -72,975 -60,603 -72,909 -90,145 76,724 -68,978

Energia (keal/mol)

His164

lle161 Pne7? lleB4

Principais residuos da WelO5 para a interaco com derivados Hapalindole, Ambiguine e 12-epifischerindole U
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Figura 4. Gréfico dos principais residuos da WelO5 em interagdo com os substratos analisados e suas
contribuigdes energéticas.
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Figura 5. a) Comparativo da hidrélise de diferentes substratos frente a enzima B-lactamase OXA-499.
Cinza — Ampicilina (10 mM) e 7 nM da OXA-499. Vermelho — Oxacilina (10 mM) e 100 nM da OXA-
499. Azul — Cloxacilina (10 mM) e 100 nM da OXA-499. Verde — Meropenem (2 mM) e 5 uM da OXA-
499. Roxo — Ertapenem (2 mM) e 5 yM da OXA-499. Amarelo — Aztreonam (5 mM) e 5 yM da OXA-
499. Ciano — Ceftazidima (2 mM) e 20 uM da OXA-499. b) Estrutura dos antibiéticos utilizados nas
cinéticas de RMN.

CONCLUSOES:

Através dos célculos de docking molecular, foi possivel identificar os principais residuos para a
interacdo, que sdo congruentes tanto com o mecanismo de rea¢do quanto com as contribui¢des relacionados
a halogenacédo proporcionada pela enzima WelO5 (que séo relatados pela literatura).

Além disso, essaanalise inicial contribuipara os proximos passos desse possivel projeto, que envolve
a analise de possiveis mutantes para a halogenase WelO5 e a aquisicao de parametros cinéticos por meio
de experimentos de RMN e ITC, visto que com esses resultados iniciais por experimentos de bioinformatica,
tém-se um maior entendimento do sistema que esta sendo trabalhado.
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