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RESUMO

As o-transaminases sao enzimas dependentes de piridoxal-5-fosfato (PLP) que
catalisam a transferéncia de grupos amino para aldeidos e/ou cetonas. Quando as
cetonas utilizadas sdo pro-quirais, elas produzem aminas oticamente ativas por meio
de sintese assimétrica. Nesse trabalho foram estudadas as sinteses assimétricas de
aminas primarias, a partir de cetonas proquirais. Cinco diferentes substratos foram
avaliados perante alguns biocatalisadores contendo w-transaminases, entre eles
enzimas comercias, micro-organismos da Colecao Microbiana do Milagre Research
Group e enzimas selvagens expressas heterologamente em E. coli. As enzimas
comerciais foram empregadas na otimizacdo das condi¢Bes reacionais e avaliacdo
dos substratos, com conversfes e ee maiores que 99%, para dois dos substratos
estudados. Os dois micro-organismos selvagens avaliados nao foram capazes de
realizar a reacdo de sintese assimétrica de aminas. Entretanto, observou-se a agao
de enzimas ene-redutases no micro-organismo MLH 51, e de cetoredutases em
ambos. As conversdes, apesar de modestas, possuiram bons excessos
enantioméricos (78-98%). Por fim, os as enzimas expressas heterologamente em E.
coli apresentaram potencial para a aminagdo redutiva de substratos contendo anéis
heterociclicos e estruturas planares. Embora os valores de converséo observados nao
sejam ainda satisfatorios, os excessos enantioméricos obtidos quando usadas essas
enzimas foram de bons a excelentes (84 a >99%). Com os substratos estudados foi
possivel avaliar a classe de compostos adequados para as w—transaminases, sendo
gue a presenca de um grupo éter mostrou-se ligada a melhores valores de converséo
guando usada essa classe de enzima.

Palavras-chave: Biocatalise, aminas quirais, transaminases



ABSTRACT

o—transaminases are pyridoxal-5-phosphate (PLP)-dependent enzymes that catalyse
the transfer of an amino group from an amino donor to an aldehyde and/or ketone.
When the starting ketones are prochiral, they produce optically active amines by
asymmetric synthesis. In this work the asymmetric synthesis of primary amines was
studied from prochiral ketones. Five different substrates were evaluated towards some
biocatalysts containing o—-transaminases, among them commercial enzymes,
microorganisms from the Microbial Collection of the Milagre Research Group and wild
enzymes expressed heterologously in E. coli. Commercial enzymes were employed in
the optimization of the reaction conditions and evaluation of the substrates, with
conversions and ee higher than 99%, for two of the evaluated substrates. The two wild-
type microorganisms evaluated were not able to perform the reductive amination
reaction. However, the action of ene-reductase enzymes in the microorganism MLH
51 and ketoredutases in both were observed. Conversions, although modest, had good
enantiomeric excesses (78-98%). Finally, enzymes expressed heterologously in E. coli
presented potential for reductive amination of substrates containing heterocyclic rings
and planar structures. Although the observed conversion values are still not
satisfactory, the enantiomeric excesses obtained when using these enzymes were
great to excellent (84 to >99%). With the substrates studied, it was possible to evaluate
the class of compounds suitable for the ow—-transaminases, and the presence of an
ether group was shown to be bound to better conversion values when this class of

enzyme was used.

Keywords: Biocatalysis, chiral amines, e—-transaminases.
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1. INTRODUCAO

1.1.Aminas quirais

As aminas enantiomericamente puras e seus derivados desempenham um
importante papel nas industrias quimica, agroquimica e farmacéutica, sendo blocos
construtores chaves na sintese de farmacos e pesticidas (ANDRADE; KROUTIL;
JAMISON, 2014; BORNSCHEUER; DE SOUZA; MIRANDA, 2017; GHISLIERI;
TURNER, 2014; LIU; WANG; ZHANG, 2013; MALIK; PARK; SHIN, 2012). E estimado
gue cerca de 40% dos farmacos possuem em sua estrutura um grupo amino quiral
(GHISLIERI; TURNER, 2014). Na Figura 1 encontram-se representados alguns

exemplos de farmacos contendo aminas quirais.

SO,NH,
OCH;
H NH;
s o
OEt
1) Tansulosina 2) Mexiletina
F
F NH2 o) \N/ O
N
N/\F N 0
F K/N\/<
3) Sitagliptina CF3 4) Dapoxetina

Figura 1 Farmacos contendo aminas quirais

Diversas abordagens séo descritas para a obtencao de aminas quirais (Figura
2), como aminacdo C-H enantiosseletiva, adicdo nucleofilica a iminas, aminacao
redutiva assimétrica e reducao enantiosseletiva de iminas ou enaminas. (GHISLIERI;
TURNER, 2014, NUGENT et al, 2013). Além disto, devido a seu baixo custo, a
cristalizacao diasteroisomérica de aminas racémicas utilizando acidos carboxilicos é
uma estratégia de consideravel importancia na industria farmacéutica, apesar do
rendimento tedrico maximo de 50% (GHISLIERI; TURNER, 2014; HOHNE;
BORNSCHEUER, 2009).
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Figura 2 Estratégias para obtencdo de aminas quirais

Além da sintese desses intermediarios ou produtos quirais pelas vias quimicas
tradicionais, com o advento da tecnologia do DNA recombinante as vias biocataliticas

passaram a ser alternativas vantajosas.
1.2.Enzimas e Biocatalise

As enzimas sdo os catalisadores biolégicos responsaveis para que as mais
diversas reagdes que sustentam o metabolismo dos seres vivos acontecam em tempo
hébil, com condi¢cdes brandas de temperatura e pH, além de alta especificidade
(PORTER; RUSLI; OLLIS, 2016). Devido a essas caracteristicas, o interesse em
aplica-las em sintese organica é crescente.

O uso das enzimas pelo ser humano remonta da antiguidade, onde micro-
organismos eram empregados em processos fermentativos. No século XIX Pasteur
empregou o fungo Penicillium glaucum na resolucéo cinética de uma solu¢éo do sal
de &cido tartarico, tornando-se entdo um marco para a biocatalise (REETZ, 2013). Por
volta de um século atras o estudo das enzimas como catalisadores para a sintese
organica teve inicio. Rosenthaler, em 1908, usou um extrato de améndoas para
sintetizar (R)-mandelonitrila a partir do benzaldeido (BEHRENS et al., 2011,
BORNSCHEUER et al., 2012; REETZ, 2013).

Nos anos 50, pesquisadores nas grandes industrias farmacéuticas, como Pfizer
e Merck, utilizaram fungos para fazer a hidroxilacdo oxidativa da progesterona
(BORNSCHEUER, U. T. et al., 2012; REETZ, 2013). Com o avanco das técnicas de
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iIsolamento e purificacdo das enzimas, elas entdo passaram a ser empregadas em um
escopo mais amplo de substratos ndo naturais (REETZ, 2013). Entre outros exemplos
posteriores estdo 0 uso da glicose isomerase para converter glicose em frutose e
penicilina G acilase na fabricagdo de antibidticos semissintéticos. Esta fase foi
denominada de primeira onda da biocatélise (BORNSCHEUER, U. T. et al., 2012).

Nas décadas de 80 e 90 surgiu a segunda onda da biocatalise com os estudos
de engenharia de proteinas, que possibilitaram aumentar o escopo de substratos
aceitos pelas enzimas e assim aumentar seu uso na industria farmacéutica e de
guimica fina (BORNSCHEUER, U. T. et al.,, 2012). A terceira e atual onda da
biocatélise utiliza-se da tecnologia do DNA recombinante, da evolucédo dirigida, além
de apoio de técnicas computacionais, para introduzir mutacées nas enzimas, assim
aperfeicoando suas caracteristicas, como: promiscuidade catalitica, estabilidade,
tolerdncia a cossolventes, além de quimio, régio e enantiosseletividade
(BORNSCHEUER; DE SOUZA; MIRANDA, 2017; BORNSCHEUER, U. T. etal., 2012;
DE OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009; REETZ, 2013). Com a ampliacdo de substratos
aceitos pelas enzimas, a biocatalise oferece uma alternativa viavel na sintese
organica, frente a outras metodologias mais tradicionais existentes (TURNER,;
O’'REILLY, 2013).

Os catalisadores comumente usados em reacfes organicas, (metalicos,
organometalicos e organocatalisadores) muitas vezes exigem condicdes reacionais
extremas (tais como temperaturas e pressoes reacionais elevadas, longos tempos
reacionais), podem gerar residuos ambientais, além de serem custosos per si, sendo
necessario tratamento do residuo gerado. Outro fato a ser considerado € a alarmante
escassez e finitude desses metais. (PORTER; RUSLI; OLLIS, 2016; SHELDON,
2017).

Devido a sua natureza quiral, as enzimas catalisam as reacdes de forma
potencialmente quimio, régio e estereosseletiva, além de atuarem em condi¢cdes
reacionais brandas (pH fisioldgico, temperatura e pressdo ambientes), com economia
de atomos, custos mais baixos e uso de solventes ambientalmente amigaveis. Elas
ainda sao oriundas de fontes renovaveis, sao biocompativeis, biodegradaveis, e nao
sdo toxicas ou perigosas (DE OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009; SHELDON, 2017,
TURNER; O'REILLY, 2013).

Como exemplo do uso de biocatalisadores na induastria, € possivel citar a

sintese do Montelucaste. Montelucaste € um farmaco com acdo antiasmatica,
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comercializado com o nome de Singulair® pela Merck (LIANG et al., 2010; SHELDON,;
PEREIRA, 2017). Em uma das etapas de sua sintese foi empregada uma enzima
cetorredutase (KRED), que converte cetonas e aldeidos nos respectivos alcoois. A
reacdo esté representada no Esquema 1.

Esquema 1 Etapa biocatalitica na sintese do Montelucaste

/ | o O._OMe KRED / | OH O._OMe
S = N =
cl N O O IPA 55%, PhCH3 11%, pH 8,0 C! N O O
40-45 °C, 40-45 h

Rendimento >95%

IPA= alcool isopropilico
PhCH3 = tolueno

Primeiramente uma série de KREDs foram avaliadas, porém a baixa
solubilidade do substrato em fase agquosa, mesmo quando adicionados cossolventes
ao meio reacional, rendeu conversfes baixas, com poucos excessos enantiomericos
satisfatérios (SHELDON; PEREIRA, 2017). Pesquisadores da empresa Codexis
realizaram entéo evolucgéao dirigida na enzima KRED CDX-026, com foco em melhorar
sua atividade e a estabilidade. Apés cinco ciclos de mutacdes a atividade da enzima
foi aumentada em 3000 vezes e o produto foi obtido com rendimento >95%, excessos
enantioméricos 99,9% e 98,5% de pureza (LIANG et al., 2010).

Outro exemplo de sucesso do emprego de um biocatalisador na industria
farmacéutica é a sintese da sitagliptina (estrutura 3, Figura 1). A sitagliptina € um
farmaco usado no tratamento de diabetes tipo 2, comercializada sob o nome de
Januvia® e Janumet® também pela Merck (CHOI; HAN; KIM, 2015). Pesquisadores
da empresa Codexis, em colaboracdo com a Merck, trabalharam na modificacéo
genética do sitio catalitico de uma enzima w—-transaminase (ATA-117) de Arthrobacter
sp. de modo que ela aceitasse substratos maiores em seu sitio catalitico. Apos 27
mutacdes, o sitio catalitico da enzima foi modificado de modo a acomodar a cetona
prositagliptina e converte-la em sitagliptina em uma etapa com 92% de rendimento e
excesso enantiomeérico > 99,95%, Esquema 2 (CHOI; HAN; KIM, 2015; GHISLIERI,
TURNER, 2014; MALIK; PARK; SHIN, 2012; MATHEW; YUN, 2012; SAVILE, 2012;
SHELDON; PEREIRA, 2017). Quando comparado com o catalisador quiral a base de
rodio utilizado anteriormente para sintese da sitagliptina, foi observado um aumento

de 10% no rendimento global, além de aumento na produtividade (kg/L por dia) de
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53% (GHISLIERI; TURNER, 2014; SAVILE, 2012). Foi também observada 19% de
eliminacao de formacdo total de residuos (MATHEW; YUN, 2012; SAVILE, 2012).

Esquema 2. Etapa biocatalitica da sintese da sitagliptina

F F
o—-Transaminase
NN NN
N\\[\(\) F - N\\Q F
b NH, o) g
FsC P FsC
50% DMSO

1.3.Transaminases

As transaminases (também denominadas aminotransferases), sdo enzimas
cujo papel metabdlico primario é catalisar a transferéncia de um grupo amino de um
aminoacido para um a-cetoacido (MALIK; PARK; SHIN, 2012; MATHEW; YUN, 2012;
WILLIES et al., 2016). De acordo com a nomenclatura para enzimas definida pela
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUMBM) elas séao
classificadas como 2.6.1.x, sendo a classe 2 designada para as transferases, na
subclasse 6 para reagdes de transferéncia de grupos nitrogenados e no grupo 1 das
transaminases (RUDAT; BRUCHER; SYLDATK, 2012).

Essas enzimas sao ainda divididas em quatro subgrupos, sendo que as
enzimas pertencentes aos subgrupos I, Il e IV exclusivamente catalisam a
transferéncia de um grupo amino ligado a um carbono a de um aminoacido, sendo
denominadas de a-transaminases (MALIK; PARK; SHIN, 2012). Ja as pertencentes
ao subgrupo Il possuem uma maior margem de atuacao: elas conseguem transferir
um grupo amino que nao esteja necessariamente em um carbono a, podendo aminar
ndo apenas o-—cetoacidos, mas também cetonas e aldeidos, tornando-as muito
atrativas na sintese organica de aminas oticamente ativas. Estas enzimas sao
chamadas de o-transaminases (FUCHS; FARNBERGER; KROUTIL, 2015; HOHNE
et al., 2010; MALIK; PARK; SHIN, 2012; MATHEW; YUN, 2012; RUDAT; BRUCHER;
SYLDATK, 2012). Elas sdo ainda divididas de acordo com a enantiosseletividade,
podendo ser (R)- ou (S)-seletivas, sendo que a maioria das o-transaminases
existentes séo (S)-seletivas (MATHEW; YUN, 2012).
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Para a reacdo de transaminacéo a enzima requer como cofator o piridoxal-5-
fosfato (PLP), que age como um intermediario na transferéncia do grupo amino
(Esquema 3) (FUCHS; FARNBERGER; KROUTIL, 2015; SIMON et al., 2014). A
reacdo pode ser classificada como uma reacdo redox neutra, composta por duas
meias reacdes: sendo que a primeira etapa é de desaminacao oxidativa do doador
amino, convertendo o PLP a sua forma reduzida PMP, seguida por uma aminagao
redutiva do aceptor amino, sendo que o PMP é novamente oxidado a PLP (MALIK;
PARK; SHIN, 2012; MATHEW; YUN, 2012; RUDAT; BRUCHER; SYLDATK, 2012).
Essa reacdo esta representada no Esquema 3. Como o cofator é regenerado, ele é
necessario apenas em quantidades cataliticas (SIMON et al., 2014).

Esquema 3 Etapas da reacao de transaminacdo. Fonte: (MATHEW; YUN, 2012)

7
E Lys

|
Lys
. ~ NH
\H Nﬁ Desaminacio o z H_ NH.
2 ZH oxidativa - )
+ - o )L + 0PN
Ri Ry 0,PO A R "R; te
| N
. +z \
Doador amino N P
H
E-PLP PMP
i
Lys
H_ _NH, "

Aminagao N,
7 = o redutiva Nz -
M+ oo » —reatva o L . 5.p0 O
R; R, 5z Ry R, 3 |
+Z
[}
H

Aceptor amino

Na auséncia do substrato o PLP encontra-se ligado covalentemente a um
residuo de lisina do sitio catalitico, como ilustrado no Esquema 4, formando a aldimina
interna (A) (RUDAT; BRUCHER; SYLDATK, 2012). Com a presenga do doador amino,
o carbono da ligacdo C=N da base de Schiff sofre um ataque nucleofilico pelo par de
elétrons do doador amino, neste caso uma alanina, formando uma imina entre o
doador amino e o PLP (B), liberando o residuo de lisina. Esse ataque é facilitado pelo
oxigénio fendlico do PLP e por uma molécula de 4gua do sitio ativo, que estabilizam
o intermediario formado através de ligacdes de hidrogénio (FUCHS; FARNBERGER,;
KROUTIL, 2015).

O residuo de lisina entdo abstrai um préton do carbono quaternério, que ficou

mais acidico devido a formacdo da imina. Assistida pelo par de elétrons do anel
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piridinico, os elétrons da ligacdo dupla abstraem um préton do residuo de lisina,
formando a cetimina E. A imina entdo € hidrolisada, liberando o doador amino, agora
na forma de cetona, e o PLP é convertido na sua forma reduzida PMP (F), que por
sua vez esta pronta para transferir o grupo amino para uma cetona pelo caminho
inverso da reacdo, ja que todas as etapas sao reversiveis (FUCHS; FARNBERGER;
KROUTIL, 2015).

Esquema 4. Proposta mecanistica de atuacdo de m-transaminases. Fonte:
(FUCHS; FARNBERGER; KROUTIL, 2015)

X &
R” “CO, z ‘I:l_ )N\Hz ’E
CO,
< 0PO,Z | X (0] 2 Lys
+2 NH,
H R.__CO,
H_ N, A N,
i Z 'H
o -
OPO;? D 0PO,2 B 0
+2
N NG

-n
o]
X

RYCOZ rH co,
. B
\I:i_ N\I:|
OPO,;Z | X D o
7 >
H [:‘I c

Entre as reacdes possiveis de serem catalisadas pelas o—transaminases se
encontram a resolugdo cinética de aminas racémicas e a aminacdo redutiva
assimétrica (MATHEW; YUN, 2012). No Esquema 5 estdo representadas essas

reagoes.
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Esquema 5 Reac0Oes catalisadas pela o—transaminase

A) Resolugéao cinética de aminas racémicas

NH, NH, o-TA, PLP NH, o
/'\ * : = /'\ * )I\
R >R R OR! N\ R R R” R’
Aceptor amino co-produto

B) Aminagao redutiva assimétrica

Doador amino co-produto

O método da resolucédo cinética parte de quantidades estequiometricamente
equivalentes dos reagentes (doador e aceptor amino) e é uma reacao
termodinamicamente favoravel, com o equilibrio deslocado no sentido da formacgéo do
produto carbonilado (KOSZELEWSKI et al., 2010). Essa reacédo é capaz de converter
aminas racémicas em aminas oticamente puras com um rendimento tedrico maximo
de 50%. Entretanto, além do baixo rendimento possivel, a grande desvantagem desse
método é a inibicdo pela formacdo do produto carbonilado (HOHNE et al., 2010;
KOSZELEWSKI et al., 2010; MALIK; PARK; SHIN, 2012; MATHEW; YUN, 2012). Para
contornar essa desvantagem € essencial a remocdo do produto do meio reacional,
sendo que para esse fim algumas estratégias foram desenvolvidas (MATHEW; YUN,
2012).

Uma das estratégias é a extragdo do produto do meio reacional com solventes
organicos, conduzindo assim a reacdo em sistemas bifasicos (GUO; BERGLUND,
2016; MALIK; PARK; SHIN, 2012; MATHEW; YUN, 2012). Essa metodologia se
mostrou bastante viavel devido a sua simplicidade e altas conversfes obtidas pelos
pesquisadores (SHIN, J. S.; KIM, 1997). Com o objetivo de evitar o contato da enzima
com o solvente organico foram posteriormente desenvolvidos reatores de enzima-
membrana (GUO; BERGLUND, 2016; KOSZELEWSKI et al., 2010; MATHEW,; YUN,
2012; SHIN, J.-S.; KIM; SHIN, 2001). Outra metodologia empregada € realizar a
reacao sob pressao reduzida quando sé&o usadas aminas de baixa massa molecular,
devido a volatiidade das cetonas formadas e sua facil remocdo do meio
(KOSZELEWSKI et al.,, 2010; MATHEW,; YUN, 2012; YUN; CHO; KIM, 2004).

Também como forma de remocédo do coproduto foi reportado o acoplamento de
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enzimas cetorredutases visando a reducdo da cetona formada no correspondente
alcool (BEA et al., 2011; KOSZELEWSKI et al., 2010; MATHEW; YUN, 2012).

Por sua vez, a reacdo de sintese assimétrica € uma das mais importantes
estratégias para obtencao de aminas quirais e vem sendo continuadamente reportada
devido a sua intrinseca vantagem de rendimento tedrico de 100%, frente ao limitado
50% da resolucgao cinética (HOHNE et al., 2010; KOSZELEWSKI et al., 2010; MALIK;
PARK; SHIN, 2012; MATHEW; YUN, 2012). Nessa reacao uma carbonila proquiral de
cetona é convertida em uma amina com centro assimétrico definido. A principal
desvantagem dessa metodologia, entretanto, € o equilibrio termodinamicamente
desfavorecido da reacao, sendo que alternativas para contorna-lo vém sendo bastante
estudadas (MALIK; PARK; SHIN, 2012).

Para a sintese assimétrica ideal, os doadores e aceptores aminos devem ser
mais reativos do que seus respectivos coprodutos, auxiliando assim no equilibrio da
reacdo (MATHEW:; YUN, 2012). Além disso, a maneira mais facil de se deslocar o
equilibrio na direcdo da formacédo dos produtos € usar um excesso do doador amino.
Outra alternativa, ainda, € a remocao do coproduto formado do meio reacional (GUO;
BERGLUND, 2016; KOSZELEWSKI et al., 2010; MALIK; PARK; SHIN, 2012;
MATHEW; YUN, 2012).

Aliado a isso, 0 uso de isopropilamina como doador amino tém se mostrado
muito atrativo, devido a seu baixo custo, facil obtencdo e a alta volatilidade do
coproduto formado (acetona), que € facilmente removido do meio reacional em
pressdes reduzidas (GUO; BERGLUND, 2016; KOSZELEWSKI et al., 2010; MALIK;
PARK; SHIN, 2012; MATHEW; YUN, 2012). Essa metodologia mostrou-se muito
eficiente na sintese da sitagliptina (Esquema 2), onde a isopropilamina foi usada como
doador amino e a acetona foi removida do reator com um fluxo de nitrogénio (MALIK;
PARK; SHIN, 2012; SAVILE, 2012).

Outro doador amino que vem sendo comumente reportado nas reacdes de
sintese assimétrica empregando transaminases € a alanina. Entretanto, quando ela é
utilizada € necessaria a remoc¢ao do piruvato (coproduto) do meio reacional, a fim de
compensar o equilibrio da reacéo, que é favoravel para a formacgéo da alanina (GUO;
BERGLUND, 2016; KOSZELEWSKI et al., 2010; MALIK; PARK; SHIN, 2012;
MATHEW; YUN, 2012).

A degradacdo do piruvato pode ser realizada por meio de trés enzimas

(Esquema 6): lactato desidrogenase (LDH), piruvato descarboxilase (PDC) e
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acetolactato sintase (ALS) que convertem o piruvato formado em lactato, acetaldeido
e acetoina, respectivamente (GUO; BERGLUND, 2016; MATHEW; YUN, 2012,
SIMON et al., 2014). O uso da LDH é dependente do cofator NAD(P)H, portanto é
necessaria a regeneracdo do mesmo, sendo empregadas para isso, com bastante
eficiéncia, as enzimas formato desidrogenase (FDH) ou glicose desidrogenase (GDH)
(GUO; BERGLUND, 2016; MATHEW; YUN, 2012). Também é possivel a conversao
do piruvato de volta a alanina, com uso de alanina desidrogenases (AlaDH) (GUO;
BERGLUND, 2016; MATHEW; YUN, 2012; SIMON et al., 2014).

Esquema 6 Métodos enziméticos para remocao do piruvato

NH,

(0]
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desidrogenase OH

NH2 O

)\CO H
)\COZH ).LCOZH _ 2
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\ piruvato

H,O = NH; descarboxilase )(J)\ +CO,
H

alanina desidrogenase

acetaldeido
acetolactato OH
sintase )ﬁ‘/ +CO,
o

acetoina

Em relagdo a sua estrutura proteica tridimensional, as o-transaminases
existem como um homodimero, com duas subunidades idénticas. Cada subunidade &
composta por um dominio maior e um menor. Os dois sitios ativos se encontram na
interface entre os dois dominios, como ilustrado na Figura 3. (LYSKOWSKI et al.,
2014; THOMSEN et al., 2014).
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Figura 3 Estrutura tridimensional da transaminase (R)-seletiva de A. fumigatus (THOMSEN
et al., 2014)

Cada mon6mero esta dividido por cores. Os dominios menores estdo representados em azul
escuro e vermelho, e o maiores em azul claro e laranja. O cofator PLP esta ligado a Lys179 na interface

dos dominios (mostrado em rosa).

O sitio catalitico de uma transaminase € constituido de dois bolsfes, um maior
e outro menor, como representado na Figura 4. A forma do sitio catalitico explica a
especificidade e estereosseletividade que essas enzimas possuem em relacdo ao
substrato. Quando o substrato se encontra no sitio catalitico, ocorre reconhecimento
duplo dos grupos hidrofébicos e carboxilato no bolsdo maior, sendo que o grupo
carboxilato sofre forte repulsdo no bolsdo menor. Bons substratos para a enzima séo
agueles que possuem duas regides de tamanhos distintos ao redor da carbonila, de
modo que possam interagir efetivamente no sitio catalitico, sendo que o substituinte
menor, vital no reconhecimento do substrato, ndo deve ser maior do que um grupo
etila (MALIK; PARK; SHIN, 2012).

Ry W

2 2
(R)-seletiva (S)-seletiva

Figura 4 Representacao do sitio catalitico das w—transaminases (HOHNE et al., 2010)



29

Os substratos selecionados para estudo, além de respeitarem a estrutura da
enzima, considerando o tamanho dos substituintes ao redor da carbonila, séo
importantes blocos de construcdo na sintese de farmacos. Estas moléculas estéo

representadas na Figura 5.
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Figura 5. Moléculas alvo desse estudo
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5. CONCLUSOES

Na primeira etapa do trabalho foram sintetizados os substratos para as reacoes
enzimaticas além dos padrdes racémicos das suas respectivas aminas. Todos 0s
compostos foram caracterizados a partir de espectrometria de massas,
espectroscopia no infravermelho, e ressonancia magnética nuclear de *H e *3C. Foram
também desenvolvidos os métodos de separacdo em colunas quirais (de GC e HPLC)
das aminas estudadas.

A reacdo de sintese assimétrica enzimatica das aminas foi otimizada, e em
seguida foram empregados como biocatalisadores duas enzimas de origem comercial,
dois micro-organismos selvagens, além de cinco extratos enzimaticos contendo
o—-transaminases recombinantes expressas em E. coli. No escopo dos substratos
utilizados foi avaliado a influéncia que a estrutura do composto tem na reacéo
catalisada pela enzima, variando a presenca de estruturas planares, heterociclicas e
presenca de heteroatomos.

Os dois micro-organismos selvagens avaliados ndo foram capazes de realizar
a reacdo de sintese assimétrica de aminas. Entretanto, observou-se a agédo de
enzimas ene-redutases no micro-organismo MLH 51, capaz de reduzir a dupla do
substrato 1b 4-fenil-3-buten-2-ona, com converséo de 9%. Foram também observadas
enzimas cetorredutases, em ambos 0S micro-organismos, cuja conversao, apesar de
modesta, possuiu bons excessos enantioméricos (78-98%). Ressalta-se que 0s
compostos obtidos possuem interesse comercial, sendo blocos construtores nas
indastrias quimica e farmacéutica.

Por fim, os extratos enziméticos apresentaram potencial para a aminagao
redutiva de substratos contendo anéis heterociclicos e estruturas planares, cuja
conversdo, apesar de modesta, mostrou-se ligada a baixa concentracdo de enzima
presente nos extratos enzimaticos produzidos, de acordo com a dosagem realizada
pelo Ensaio de Bradford. Embora os valores de conversao observados nédo sejam
ainda satisfatérios, os excessos enantioméricos obtidos quando usadas essas
enzimas foram de bons a excelentes (84 a >99%), sendo um bom ponto de partida
para otimizacdo das condigdes reacionais e futuro emprego desses biocatalisadores.

Além disso, com os substratos estudados também foi possivel avaliar a classe

de compostos adequados para as o—transaminases, sendo que a presenca de um



68

grupo éter no composto la mostrou-se relacionada a melhores valores de conversao
guando usada essa enzima.

No decorrer desse trabalho foi possivel estudar a reacdo de aminacao redutiva
assimétrica empregando enzimas w-transaminases de origem microbiana como
biocatalisadores. A importancia de estudos nessa area ja € bastante conhecida, e o
trabalho realizado demonstra como a biocatalise pode contribuir para fornecer
alternativas eficientes e potencialmente quimio- e estereosseletivas para a

transformacéo de compostos organicos.
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