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INTRODUCAO:

A biocatélise pode ser definida como o uso de substancias naturais, como células integras ou enzimas
para catalisar reagdes quimicas.! Esta vem se mostrando como uma ferramenta atrativa para sintese organica
ja que permite transformagBes com altas conversdes e alta regio-, quimio- e estereosseletividade 2 tendo
destaque em aplicagGes como a sintese de compostos quirais para produtos farmacéuticos, aromas, fragrancias

e outros produtos quimicos. Além dessas vantagens, a biocatalise esta alinhada a diversos principios da
“Quimica Verde”. **

Por outro lado, o uso de ferramentas computacionais como a triagem virtual por docking molecular
vem sendo considerada um ponto chave para a biologia molecular estrutural no design de novas moléculas a
fim de conduzir a otimizacdo de compostos na busca por novas moléculas biologicamente ativas.> Nesse
contexto, a técnica de docking molecular pode ser utilizada, estrategicamente, como uma forma de auxiliar no

entendimento e otimizacdo das reacdes biocataliticas, que visto sua importancia na atualidade, tem sido uma
necessidade crescente.

Os métodos de docking proteina-ligante pode ser definido como a previsdo da estrutura dos complexos
receptor-ligante, no qual o receptor é uma proteina e o ligante é uma molécula pequena ou outra proteina. Este
tratamento computacional tem como objetivo prever os modos de ligacdo predominantes, interacdes
moleculares e a afinidade entre este ligante e uma proteina de estrutura tridimensional conhecida.®’

Este trabalho é focado no estudo in silico de reagdes biocataliticas por Transaminases (TAs) através
da metodologia de docking molecular. As TAs apresentam alto potencial para biocatalise e sdo responsaveis
pela sintese enantiosseletiva de aminas quirais a partir de cetonas pré-quirais, ou vice-versa.® Atualmente, estas

apresentam grande interesse farmacéutico visto que 40% dos produtos farmacéuticos atuais contém uma
fungdo amina.’
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Figura 1. Mecanismo de reacdo catalisada por TA. °
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Este trabalho apresenta o estudo in silico de docking molecular de trés TAs sendo duas S-seletivas,
uma de Vibrio Fluvialis (Vfl) (codigo PDB: 4E3Q) e outra de Chromobacterium violaceum (Cvi) (codigo
PDB: 4A6T), além de uma R-seletiva de Aspergillus terréus (AspTer) (codigo PDB: 4CE5). Também foram
escolhidos seis ligantes, incluindo cetonas e cetoésteres 3-8 (Figura 2), a fim de avaliar a interacdo entre estes

e as enzimas selecionadas.
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Figura 2. Substratos usados para simulac¢@es de docking molecular com Transaminases.

METODOLOGIA:

As simulacdes de docking molecular envolveram a preparacao prévia da proteina, ligantes e cofatores
de interesse através do programa Discovery Studio Visualizer 2021 (DSV). As estruturas cristalograficas das
enzimas foram obtidas no formato .pdb do banco de dados Protein Data Bank através de seus respectivos
cddigos. Ja as estruturas tridimensionais dos ligantes escolhidos (Figura 2) foram obtidas na plataforma
“CORINA online”, e todas as estruturas citadas foram tratadas, com adi¢do aromaticidade e hidrogénio, através
do programa DSV. Para este projeto, a preparacdo das enzimas foi realizada usando estruturas derivadas das
cadeias A e B (ou seja, um dimero) das estruturas cristalinas. **2%

Por fim, os experimentos de docking foram realizados através do programa DockThor (versao 2.0).
Este programa utiliza a abordagem de docking com ligantes flexiveis/receptor rigido, onde todos os graus de
liberdade do ligante (translacionais, rotacionais e conformacionais) sdo explorados e a proteina é considerada
rigida.™® O programa emprega como algoritmo de amostragem o chamado algoritmo genético. Os parametros
adotados para a execucdo do programa consistiram nas dimensdes da grade de 24A para as enzimas de Vfl e
AspTer e 22A para de Cvi, sendo essas dimensdes usadas para cada coordenada (X, y, z). Todos os demais
parametros utilizados foram os padr@es atuais do programa. Dessa forma, a predi¢do do modo de ligacdo dos
ligantes selecionados foi realizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

As informag0es presentes na literatura mostram que as trés TAs sdo biologicamente ativas na forma
de um dimero, com o cofator e sitio ativo localizados na interface deste, como mostrado na representacéo
gerada da Figura 3.111210

Figura 3. Estrutura dimérica da Transaminase de Vibrio Fluvialis. As subunidades A e B aparecem em rosa e em azul,
respectivamente. O cofator foi destacado em amarelo indicando a regido do sitio ativo na interface das subunidades do dimero.
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Os sitios ativos das TAs sdo compostos por um sitio de ligacdo do cofator PLP e duas regides chamadas
de bolsos de ligagcdo onde ocorre a ligacdo do substrato. Esses bolsos sdo formados por residuos de ambas as
subunidades e por isso, a enzima s6 apresenta atividade catalitica na forma dimérica (Figura 4).** Os bolsos de
ligacdo por sua vez tém tamanhos distintos, um é o bolso grande de ligagdo e outro o pequeno, sendo este um
fator controlador da enantiosseletividade dessas enzimas, tanto por fatores estéricos quanto por interacoes
intermoleculares que ocorrem nessas regides.*

Figura 4. Representacao em close-up do sitio ativo do dimero de Vibrio fluvialis esquematizando os residuos que formam a grande
(em amarelo) e pequena bolsa de ligagdo (em verde) em torno do cofator PLP (atomos de carbono em cinza escuro).

De posse dessas informacgoes, o docking molecular foi realizado através do programa Dockthor. Por
meio de um algoritmo de busca, os experimentos de docking resultaram na obtencéo da pose (conformagéo)
de menor valor de energia para cada ligante, ou seja, 0 modo de ligacdo predito do ligante no sitio ativo da
respectiva proteina-alvo que tende a ser o encontrado na natureza.*® Assim, foi possivel encontrar os modos
de ligacdo mais favoraveis para cada ligante bem como a visualizacdo da melhor pose de docagem no sitio
ativo e interagdes intermoleculares, como exemplificado nas Figura 5 e 6.

Figura 5. Representacéo em close-up do sitio ativo da TA de Vfl com a representacéo da conformagéo de menor energia para o
ligante 5 (em rosa). Em verde e amarelo estdo destacados os residuos do sitio ativo, e o cofator em cinza escuro.

A partir da obtencdo das melhores poses de docagem para os ligantes no complexo proteina-ligante, o
programa gerou a previsdo dos valores de afinidade de ligagéo utilizando a fungdo de score DockT Score. Essa
funcdo busca predizer a energia livre de ligacdo a partir de uma soma ponderada de termos baseados em
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propriedades fisicas, onde os coeficientes associados aos adle ALk
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A Tabela 1 mostra que os ligantes de maior afinidade ;) @

para a transaminase de Vfl foram as cetonas 5 e 7, enquanto
para as transaminases de Cvi e AspTer foi a cetona 6. Assim,
no geral temos que esse ligantes tiveram uma melhor interacéo
com as respectivas transaminases estudadas, ou seja, a ligacao
entre estes e as enzimas € mais favoravel termodinamicamente
do que os demais ligantes. Além disso, foi possivel notar uma preferéncia da transaminase de Cvi para ligantes
gue apresentam insaturagdes, visto que as ligacdes entre estes e as TA tiveram menores valores de energia
livre.

Figura 6. Diagrama 2D de interacdes intermoleculares
para o ligante 5 na TA de Vfl. Sdo apresentadas as
interacdes de van der Waals, interacdes eletrostaticas e
ligacBes de hidrogénio em verde, rosa e azul
respectivamente.

Tabela 1. Resultados do docking molecular das TAs de Vibrio fluvialis, Chromobacterium violaceum e Aspergillus terreus
respectivamente, com a posi¢do no ranking de melhor afinidade e seu valor em kcal/mol para cada substrato.

Posicdo no Ranking / Afinidade (kcal/mol)
Ligante Vibrio fluvialis Chromobacterium |  Aspergillus
violaceum terreus
J\M 1°/-8.002 4°/-6.983 4°/-6.873
(o] 5 (o]
i 2°/-7.929 3°/-7.032 2°/-6.957
)‘\/\/\H/\/
i 30/-7.744 2°/-7.224 6°/-6.810
)‘\/\/\H/O\/
8 [¢]
0 4°/-6.877 1°/-7.905 10/-7.184
N
W 50/-6.148 5°/-6.905 3°/-6.926
O 4
w 6°/-6.077 6°/-6.775 5°/-6.849
© 3

CONCLUSOES:

Os estudos in silico realizados nesse trabalho envolveram inicialmente uma revisao da literatura acerca
das reacOes catalisadas por transaminases. Estas enzimas enantiosseletivas sdo capazes de converter cetonas
em aminas quirais e vice-versa, sendo esta Ultima funcéo de grande interesse farmacéutico para substituicdo

de rotas quimicas convencionais na obtencdo destas.
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Sabendo isso, é importante estudar esses tipos de reacGes por meio de ferramentas computacionais.
Uma dessas ferramentas, o docking molecular, foi discutido nesse trabalho e pode ser usado para fazer
previsdes e entender o processo catalitico entre uma enzima e seu ligante. Os experimentos de docking geraram
tanto previsGes das posi¢cdes de menor energia de uma série de ligantes nas enzimas, quanto o valor da energia
livre dessa ligacdo. Com isso, podemos avaliar quais ligantes apresentam melhor interacdo com as enzimas,
sendo essa uma informacdo resultante do estudo in silico de docking molecular que pode ser usada para

comparar e compreender resultados experimentais das reagdes de transaminagéo.
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