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RESUMO

Poluentes emergentes como o 4-nonilfenol causam sérios danos ambientais e a saude
humana, o que tem despertado cada vez mais preocupagao em relagao ao seu nivel
de concentracdo em compartimentos ambientais uma vez comprovada sua atividade
estrogénica. A atuacao do 4-nonilfenol como desregulador endécrino pode causar
efeitos adversos como infertilidade, tanto em humanos quanto em outros organismos,
aquaticos ou terrestres, e alteragdes fisiolégicas em organismos vegetais. A lacase é
uma enzima de ampla aplicabilidade biotecnolégica e sabe-se que tem alta
capacidade de degradagao de compostos fendlicos. No entanto, estudos da interagao
desta enzima com o 4-nonilfenol limitam-se a descricdo do complexo modelado sem
uma investigacdo dos mecanismos de degradacdo no que diz respeito a relagéo
estrutura-atividade. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a interagcéo
entre a lacase de Trametes villosa e Trametes lactinea e os derivados do nonilfenol
etoxilado (NF2EO, NF1EO, NF2EC, NF1EC e 4NF), de forma a compreender os
mecanismos moleculares envolvidos nesta interagdo utilizando técnicas de
bioinformatica. Para isso, os calculos para os parametros termodinamicos e
descritores de reatividade foram realizados a partir dos compostos otimizados pelos
meétodos classico MMFF94s e semiempirico PM7 utilizando o MOPAC 2016 e em
seguida as estruturas tridimensionais para a lacase foram obtidas por modelagem por
homologia e foi aplicada a técnica de docking molecular. Os resultados obtidos
mostraram através dos descritores de reatividade que os derivados do nonilfenol
etoxilado sdo de dificil degradacdo sendo considerados de alta dureza, portanto,
persistentes na natureza. Os modelos para a lacase de T. villosa e T. lactinea foram
avaliados por meio do grafico de Ramachandran em que foi demonstrado que 90%
dos residuos de aminoacidos se encontram em regides favoraveis, somando 99,8 e
99,5% em regides favoraveis, permitidas e aceitaveis para a LacTv e LacTl,
respectivamente. Foi demonstrada ainda, uma forte correlacdo entre a energia de
ligagdo dos nonilfendis com a lacase e os descritores de reatividade de dureza,
potencial de ionizagao e eletronegatividade. Os resultados do docking permitiram
observar que a interacdo entre a lacase e os nonilfendis € espontanea e que os
residuos de aminoacidos Ala 430, Arg 443, GIn 262, Glu 322, Gly 412, His 478, lle
321, Leu 184, Phe 182, Phe 259, Phe 352, Pro 411, Pro 414 e Ser 447 s&o sugeridos
como os residuos mais importantes na formacdo do complexo LacTv-4NF e os
residuos Ala 101, His 132, Phe 102, Leu 133, Pro 367, Leu 478, Thr 424, GIn 461,
Phe 90, His 423, His 92 e Phe 90 sado centrais na interacdo com a LacTl, sendo estes,
responsaveis pela estabilidade da conformacao ativa da lacase por favorecer a
complexagao com os nonilfendis. Ainda foi possivel demonstrar através da dindmica
molecular que os complexos lacase-4NF sdo estaveis ao longo do tempo e possuem
uma forte afinidade de ligagdo com AGuindde -26,45 e -17,73 kcal.mol" para LacTv-4NF
e LacTI-4NF, respectivamente. Portanto, esses resultados evidenciam que a lacase
proveniente das espécies T. villosa e T. lactinea possuem alto potencial para degradar
0 4NF e seus intermediarios.

Palavras-chave: Poluentes emergentes; desreguladores endocrinos; docking
molecular; dindmica molecular, biorremediacao.



ABSTRACT

Emerging pollutants such as 4-nonylphenol cause serious damage to the environment
and to human health, which has raised increasing concern about their concentration
levels in environmental compartments once their estrogenic activity has been proven.
The action of 4-nonylphenol as an endocrine disruptor can cause adverse effects such
as infertility, both in humans and in other organisms, aquatic or terrestrial, and
physiological alterations in plant organisms. Laccase is an enzyme with wide
biotechnological applicability and is known to have a high capacity for degrading
phenolic compounds. However, studies of the interaction of this enzyme with 4-
nonylphenol are limited to describing the modeled complex without investigating the
degradation mechanisms in terms of the structure-activity relationship. In this sense,
the aim of this work was to evaluate the interaction between laccase from Trametes
villosa and Trametes lactinea and the ethoxylated nonylphenol derivatives (NF2EO,
NF1EO, NF2EC, NF1EC and 4NF), in order to understand the molecular mechanisms
involved in this interaction using bioinformatics techniques. To this end, the
calculations for the thermodynamic parameters and reactivity descriptors were carried
out using the compounds optimized by the classical MMFF94s and semi-empirical
PM7 methods using MOPAC 2016 and then the three-dimensional structures for
laccase were obtained by homology modelling and the molecular docking technique
was applied. The results obtained showed through the reactivity descriptors that the
derivatives of ethoxylated nonylphenol are difficult to degrade and are considered to
be highly hard and therefore persistent in nature. The models for laccase from T. villosa
and T. lactinea were evaluated using the Ramachandran plot, which showed that 90%
of the amino acid residues are in favorable regions, with a total of 99.8 and 99.5%
residues in favorable, permitted, and acceptable regions for LacTv and LacTl,
respectively. A strong correlation was also demonstrated between the binding energy
of the nonylphenols with laccase and the reactivity descriptors of hardness, ionization
potential and electronegativity. The docking results showed that the interaction
between laccase and nonylphenols is spontaneous and that the amino acid residues
Ala 430, Arg 443, GIn 262, Glu 322, Gly 412, His 478, lle 321, Leu 184, Phe 182, Phe
259, Phe 352, Pro 411, Pro 414 and Ser 447 are suggested as the most important
residues in the formation of the LacTv-4NF complex and residues Ala 101, His 132,
Phe 102, Leu 133, Pro 367, Leu 478, Thr 424, GIn 461, Phe 90, His 423, His 92 and
Phe 90 are central to the interaction with LacTl and are responsible for the stability of
the active conformation of laccase by favoring complexation with nonylphenols. It was
also possible to demonstrate through molecular dynamics that the laccase-4NF
complexes are stable over time and have a strong binding affinity with AGbind of -
26.45 and -17.73 kcal.mol* for LacTv-4NF and LacTI-4NF, respectively. Therefore,
these results show that laccase from the T. villosa and T. lactinea species has a high
potential for degrading 4NF and its intermediates.

Keywords: Emerging pollutants, endocrine disruptors, molecular docking, molecular
dynamics, bioremediation.
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1. INTRODUGAO

O crescimento populacional, a urbanizagéo e a industrializagdo desenfreada
tém tornado a poluicdo ambiental um dos maiores desafios dos ultimos anos,
resultando em uma preocupacéo global no que diz respeito, por exemplo, a qualidade
da agua e a seguranca alimentar. A contaminacdo de recursos naturais por residuos
quimicos de processos industriais ou de atividades domésticas tem impacto direto na
biodiversidade tanto em ambientes terrestres quanto em ambientes de agua doce e
marinha e considerando que essa contaminacdo também pode representar risco a
saude humana, tem-se buscado cada vez mais, formas de remediagdo mais seguras
e ambientalmente amigaveis (Bhandari et al., 2021; Lu et al., 2015; Xiong et al., 2019).

Entre os contaminantes ambientais, os conhecidos como desreguladores
enddocrinos, que em sua maioria apresentam estruturas complexas, como anéis
aromaticos, halogénios ou agrupamentos azo, apresentam persisténcia ou
recalcitrancia a degradacao bioldgica e ganharam destaque nos ultimos anos devido
aos seus efeitos adversos a saude humana e a biodiversidade. Efeitos da exposicéo
a essa classe de contaminantes estdo relacionados a disturbios hormonais, gerando
consequéncia como desordem no sistema reprodutor, retardo no desenvolvimento
neurolégico, crescimento anormal em criancas, alteracdes nas fun¢des do sistema
imune e prevaléncia de canceres sensiveis a hormdnios em humanos (Alves da Silva
et al., 2018). Também s&o responsaveis por mudancas na atividade hormonal durante
o desenvolvimento embrionario de organismos aquaticos, o que acarreta alteracoes
na anatomia, comportamento e reproducao (Chinnasamy; Poomani, 2020).

O 4-nonilfenol esta entre os desreguladores enddcrinos que despertam maior
atencao devido a suas varias aplicagbes e ampla distribuicdo no que diz respeito a
contaminagao ambiental (Stenholm et al., 2020). Diante disso, tem-se buscado cada
vez mais alternativas eficientes e viaveis para degradac¢ao desse contaminante.

As lacases sdo enzimas de importancia biotecnolégica que apresentam alta
capacidade de degradar compostos fendlicos e apesar de alguns estudos
relacionarem a remediacgao fungica do 4-nonilfenol com a presencga de lacases, nao
foram encontrados na literatura estudos que apresentem detalhes dos mecanismos
de interacdo enzima-ligante, restringindo-se a descricado do complexo modelado sem
um aprofundamento na relagéo estrutura-atividade (Mo et al., 2018; Mohit; Tabarzad;
Faramarzi, 2019).
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Trametes villosa e Trametes lactinea sao espécies recentemente estudadas
que demostram potencial para degradagao de poluentes ambientais, como corantes
advindos da industria téxtil, estando esse potencial de degradagao relacionado a
liberacdo de lacase, no entanto, ndo ha estudos para a lacase dessas espécies frente
ao 4-nonilfenol (Ferreira-Silva et al., 2022). Além disso, espécies do género Trametes
como T. versicolor, se mostraram eficientes em degradar o nonilfenol, alcangando uma
remogado de 97 mg.L"' para uma concentragdo inicial de 100 mg.L-'em 25 dias, sendo
a presencga de lacase crucial nesse processo de remocdo (Soares et al., 2005;
Stenholm et al., 2020).



23

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar a interagao in silico de lacases produzidas pelos fungos Trametes villosa
e Trametes lactinea com o desregulador enddécrino 4-nonilfenol e seus

intermediarios.

2.2 Especificos

e Obter e validar a estrutura tridimensional da lacase das espécies T. villosae T.
lactinea por meio da técnica de modelagem por homologia;

e Aplicar as ferramentas de modelagem molecular in silico (docking molecular e
avaliacao dos descritores tedricos de reatividade) para a compreensao dos
mecanismos de interagao entre a lacase e os nonilfendis;

e Avaliar o grau de homologia das lacases das duas espécies pela técnica de
alinhamento multiplo de sequéncias, a fim de identificar o percentual de
conservacgao dos residuos;

e Determinar parametros quantitativos e qualitativos (energia livre de ligagéo e
descritores de reatividade) relacionados a afinidade entre enzima e ligante;

¢ |dentificar os residuos centrais de interacdo da lacase de ambas as espécies
com os nonilfendis.

e Correlacionar os parametros termodinamicos e descritores de reatividade com
a energia livre de ligacao entre os complexos obtidos pelo docking.

e Verificar a estabilidade dos complexos obtidos por docking molecular por meio

da técnica de dinAmica molecular.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Desreguladores endocrinos

Um desregulador enddcrino é caracterizado como uma substéncia exdgena
que tem a capacidade de interferir no metabolismo de um organismo por causar
disturbio no funcionamento do seu sistema enddcrino, o que gera diversos efeitos
adversos a saude deste ou de sua progénie (Darbre, 2020). A lista de substancias que
tém forte capacidade de interferir no funcionamento do sistema enddécrino é ampla e
abrange substancias sintéticas (alquilfendis, pesticidas, ftalatos, bifenilas policloradas,
substancias farmacéuticas etc.) e substancias naturais (estrogénios naturais e
fitoestrogénios). A maior preocupacao quanto aos desreguladores enddcrinos tém
sido o destino final desses compostos, uma vez que, a presenca destes em estacoes
de tratamento de esgoto e fontes de agua potavel implica na necessidade de
otimizagao dos processos de tratamento para remogao desses contaminantes (Alves
da Silva et al., 2018; Bila; Dezotti, 2007).

Os efeitos da exposicdo a essa classe de compostos estdo associados
principalmente ao desenvolvimento e a reprodugao o que, consequentemente, causa
impacto negativo a biodiversidade e ao funcionamento do ecossistema (Alves da Silva
et al., 2018; Chinnasamy; Poomani, 2020). Uma das consequéncias mais
preocupantes em decorréncia dos efeitos da atuacédo de desreguladores enddcrinos
€ a reversao sexual e feminizagao de espécies causada principalmente por aqueles
classificados como estrogénicos. Os peixes sao 0s principais organismos em risco
devido substancias como, 17a-etinilestradiol, bisfenol A e ftalatos serem
frequentemente detectadas em ambientes aquaticos, (Darbre, 2020; Watanabe et al.,
2023; You; Song, 2021).

Em humanos os danos causados pela exposi¢cao a desreguladores enddcrinos
sdo representados principalmente por efeitos na fertiidade de mulheres e no
neurodesenvolvimento infantil (Panagopoulos et al., 2023; Ramirez et al., 2022).
Estudos apontaram relacdo da exposicdo pré-natal a desreguladores endécrinos,
como ftalatos, bisfenol A e triclosan com efeitos adversos como interferéncia no
desenvolvimento psicomotor e mental (Kim et al., 2018) e efeitos no desenvolvimento
comportamental e neurocognitivo (Braun et al., 2017; Olesen et al., 2018). Além disso,

desreguladores enddécrinos estdo associados com aumento de casos de cancer em
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orgaos reprodutores, como mama e ovario, tendo impactos negativos na fertilidade

feminina (Panagopoulos et al., 2023; Rattan; Flaws, 2019)
3.2 Nonilfenol

O 4-nonilfenol (C1sH240) ou 4 — (2,4-Dimetil-heptan-3-il) fenol (Figura 3.1) € um
derivado do nonilfenol etoxilado que é caracterizado como um surfactante nao iénico
muito utilizado na formulacao de detergentes, lubrificantes, agente antiestatico, agente
de limpeza de alto desempenho, pesticidas, antioxidantes para producéo de borracha
e aditivo de dleo lubrificante, além de também ser utilizado como aditivo na produgao
de plastico e filtro UV em cosméticos (Beiras et al., 2019). O mercado do nonilfenol foi
avaliado em US $ 1,31 bilhdo em 2022, e devera atingir US $ 1,96 bilhdo até 2029
com um CAGR de 5,89% durante o periodo de previsdo (Maximize Market Research,
2023).

CH,

HO

Figura 3.1: Estrutura quimica do 4 nonilfenol (C1sH240). Fonte: Prépria,

elaborada pelo autor em ChemSketch.

O produto final da degradagdo do nonilfenol etoxilado, 4-nonilfenol, esta
catalogado na lista de desreguladores enddcrinos ambientais e é classificado como
poluente organico persistente (POP). Vale ressaltar que a legislacdo que regulamenta
a concentragdo permitida para desreguladores enddcrinos determina uma
concentragdo maxima permitida para o nonilfenol de 28,00 ug-L~' em agua doce e de
7,00 pug-L™" em agua salgada (EPA, 2005).

O processo de degradacao do nonilfenol etoxilado se da pela perda dos grupos
etoxilados, formando como produtos o nonilfenol dietoxilado (NF2EQ), nonilfenol
monoetoxilado  (NF1EO), acido nonilfenoxietoxiacético  (NF2EC), acido
nonilfenoxiacético (NF1EC) e 4-nonilfenol (4NF). A biotransformacéo do nonilfenol
pode ocorrer tanto por via aerébia quanto anaerdbia, de modo que em condigcdes
aerobias o nonilfenol etoxilado é degradado a NF2EO e NF1EO que imediatamente

se convertem em NF2EC e NF1EC, enquanto que em condicdo anaerdbia, a
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transformacao é direta para NF2EO, NF1EO e 4NF como mostra o esquema da Figura
3.2 (Omeroglu; Sanin, 2014; Zhang et al., 2008).

Devido a seu uso generalizado na industria, o nonilfenol etoxilado pode ser
encontrado frequentemente em diferentes compartimentos ambientais como rios,
lagos, sedimentos e reservatérios, causando efeitos adversos a uma variedade de
organismos aquaticos. E uma vez que essa contaminacao pode ter efeitos de longo
prazo a saude ecologica de comunidades aquaticas, o acumulo de 4-nonilfenol na
cadeia alimentar, incluindo peixes de valor econémico, pode aumentar a probabilidade
de riscos inaceitaveis a saude ecoldgica, por exemplo, de animais piscivoros e
também para saude humana pelo o consumo de peixes contaminados ou por outro
tipo de exposigao, o que pode ocasionar efeitos negativos relacionados, por exemplo,
a reproducéo (Crane, 2021; Dong et al., 2019; Jambor et al., 2017).

Os produtos formados ao longo da degradacéao do nonilfenol etoxilado sdo de
natureza hidrofébica e mais persistentes e téxicos do que o composto parental
primario. Além disso, a atividade estrogénica e o efeito desregulador enddcrino
aumenta conforme a diminuicdo do peso molecular decorrida do processo de
degradagao (He et al., 2020; Scott; Jones, 2000). Em plantas, por exemplo, a
exposicdo ao 4NF implica na diminuicdo do teor de clorofila e do tamanho dos
estOmatos devido a danos causados na membrana celular por um aumento da
permeabilidade e em humanos alguns dos efeitos da exposicdo ao 4NF estdo
associados a disturbios no sistema reprodutor causando, por exemplo, apoptose em
células de espermatogbnia (Gatagzka; Jankiewicz, 2022; Kim; Kwak; An, 2019; Park et
al., 2020).
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Figura 3.2: Esquema da biodegradacao de nonilfendis de cadeia longa para
4NF em condi¢gdes aerdbia e anaerdbia. Fonte: adaptado de DTSC (2018) e
Omeroglu; Sanin (2014).

3.3 Lacases em biorremediagao

A biorremediacdo € uma alternativa biotecnoldgica que permite por meio da
acao natural de agentes bioldgicos, a degradacéo ou transformacéao de contaminantes
ambientais em produtos menos toxicos. Geralmente os processos de biorremediacao
utilizam microrganismos, sejam fungos ou bactérias, que através do seu metabolismo

sao capazes de enzimaticamente eliminar ou reduzir a concentracdo de poluentes que
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representam riscos a saude humana ou a biodiversidade para niveis aceitaveis de
toxicidade, diminuindo assim, seus efeitos adversos ao ecossistema contaminado
(Tonini; Rezende; Grativol, 2010; Vidali, 2001).

Quando se fala em processo de remocdo de contaminantes ambientais,
enzimas tém ganhado cada vez mais destaque devido a limitacGes significativas
apresentadas por métodos quimicos pelo uso de produtos quimicos toxicos,
purificagéo ineficiente, alto custo e liberagdo de produtos nocivos. Diante desse
problema, diversas oxidases e peroxidases séo estudadas visando a biodegradacéao
de contaminantes como os desreguladores endodcrinos, corantes perigosos e outros
residuos industriais (Mehandia; Sharma; Arya, 2020).

Entre as oxidorredutases produzidas por microrganismos, como fungos e
bactérias, capazes de degradar polimeros naturais complexos estdo as lacases
produzidas por fungos de podriddo branca. As lacases [EC 1.10.3.2, para-bezenodiol:
diéxido de oxidorredutases] pertencem a familia das enzimas multicobre oxidases e
geralmente possuem quatro atomos de cobre. Foram descritas pioneiramente em
plantas em 1883 (Yoshida, 1883) e somente por volta de treze anos mais tarde foram
identificadas em fungos por Bertrand (1896). Esse grupo de enzimas tem vasta
distribuicdo em Basidiomycota e, podem ser encontradas em bactérias e até mesmo
em crustaceos. Por serem polifenoloxidases de forte capacidade de oxidacao e alto
desempenho catalitico, as lacases tém ampla aplicabilidade na degradacéo de varios
substratos e forte afinidade por compostos fendlicos (Beck et al., 2018; Catherine;
Penninckx; Frédéric, 2016; Martinez-Morales et al., 2015; Shi et al., 2017; Strong;
Claus, 2011; Thurston, 1994).

A eficiéncia das lacases em degradar poluentes fendlicos estrogénicos como o
bisfenol A e o nonilfenol tem sido investigada por pesquisadores de varias partes do
mundo (Daassi et al., 2016; Tanaka et al., 2003). Foi demonstrada para o bisfenol A
na presenca da lacase de Trametes versicolor uma taxa de eliminagdo estimada
acima de 7% na primeira hora em funcdo da concentracdo do catalisador e do
substrato (Beck et al., 2018; Daassi et al., 2016). Essa taxa pode ser aumentada com
o tempo em condi¢cdes de pH 6timo entre 4 e 5 e temperaturas proximas a 27°C,
atingindo valores acima de 80% passadas 12 horas de exposi¢cdo (Baldrian, 2006;
Hongyan et al., 2019).

Quimicamente, as lacases séo classificadas em dois grupos, as lacases azuis

e as lacases amarelas. Esses grupos apresentam uma diferencga de colorag&o que se
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da devido ao espectro de absorcédo de luz em T1 (&tomo de cobre 1 do sitio ativo),
onde nas lacases azuis a absorcdo acontece no espectro de 600 nm, enquanto nas
lacases amarelas a absorbancia maxima é em 330 nm. As lacases azuis recebem
mais atencéo e sao mais estudadas do que as lacases amarelas por apresentarem
maior afinidade por compostos fendlicos, enquanto as lacases amarelas sdo mais
especializadas em oxidar compostos néo fendlicos sem exigéncia da presenca de um
mediador (Brown; Zhao; Grant Mauk, 2002; Chaurasia; Yadav; Yadava, 2013;
Moshkov et al., 2014; Radveikiené et al., 2021).

Estruturalmente, essas enzimas geralmente possuem trés dominios (Figura 3.3
a). No entanto, algumas lacases conhecidas como small lacases (SLACs) séo assim
chamadas por poderem apresentar apenas dois dominios (Moshkov et al., 2014).
Pertencentes ao grupo das oxidorredutases, as lacases mantém a arquitetura do sitio
catalitico conservada, em que o atomo de cobre T1 que é responsavel pelo bolso
oxidativo do sitio € coordenado por duas histidinas conservadas e uma cisteina e 0s
atomos de cobre T2 e T3 que atuam na atividade catalitica como bolso redutor do sitio
séo coordenados por varias histidinas conservadas (Figura 3.3 b e c) (Arregui et al.,
2019; Nakamura; Go, 2005).

Para a lacase de Trametes sp., os atomos de cobre (T1, T2, T3a e T3p) (Figura
3.3 b e c¢) sdo conhecidos por localizarem a regido do sitio de ligacdo ao substrato,
onde a atividade catalitica acontece pela oxidacdo de um elétron do substrato em T1,
gue atua como aceitador de elétrons do substrato. Essa reacédo € seguida da reducéo
de 4 elétrons de Oz a duas moléculas de agua (Figura 3.3 b) no bolso formado por T2
e T3 que juntos formam um cluster trinuclear de cobre (Enguita et al., 2003; Lloret et
al., 2010; Solomon et al., 2014).
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Figura 3.3: a-) Estrutura tridimensional da lacase de Trametes versicolor
evidenciando os dominios 1, 2 e 3 e a localizagao dos sitios T1, T2 e T3. Fonte: Mehra
et al. (2018). b-) Ciclo catalitico da lacase. Fonte: Adaptado de Baldrian (2006). c-)
Representagao dos diferentes aminoacidos do sitio ativo que coordenam os cobres
cataliticos na lacase Trametes versicolor. Destacados em verde os aminoacidos da

via histidina-cisteina. Fonte: Arregui et al (2019).

3.4 Ferramentas e aplicag6es da Bioinformatica

Visto que enzimas sado alvos para a acao de diversos medicamentos, e a
complexidade de proteinas dificulta a aplicagdo de métodos experimentais de
determinacao da estrutura molecular de macromoléculas por difracdo de raios X e
ressonancia magnética nuclear, a aplicagdo mais comum das ferramentas de
bioinformatica € a utilizagdo da modelagem e do docking molecular na construgao e
investigagdo de farmacos na quimica medicinal (Verli, 2014). Todavia, mais
recentemente essas ferramentas tém sido utilizadas com frequéncia em estudos de

biorremediagdo para entender os mecanismos de remogao de contaminantes
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ambientais pela agado de enzimas nos processos de degradacgao biolégica (Kumar et
al., 2016).

3.4.1 Modelagem molecular por homologia

A utilizacdo da técnica de modelagem por homologia ou modelagem
comparativa € um dos meios mais comuns para se obter estruturas tridimensionais de
moléculas biolégicas. O principio desta técnica assume que a similaridade da
sequéncia implica em semelhanca funcional e estrutural, assim, um estudo de
modelagem molecular se utiliza de cole¢cées de compostos virtuais e pode envolver
ou ndo a combinacéao de varios softwares com métodos experimentais, de modo que
guando adotada, essa combinacdo assume papel fundamental na identificacdo e
desenvolvimento de moléculas bioativas (Andricopulo; Salum; Abraham, 2009; Wolf;
Grishin; Koonin, 2000).

Existem outras técnicas que diferentemente da modelagem por homologia nédo
exigem a utilizacdo de um molde preexistente, como técnicas ab initio (Verli, 2014).
Na modelagem comparativa, no entanto, se faz necesséria a utilizagcdo de uma
estrutura cristalogréfica determinada experimentalmente que apresente no minimo
30% de semelhanca com a sequéncia de aminoacidos de interesse, a fim de servir
como molde para se obter as coordenadas cartesianas que servirdo de base para a
construcdo do modelo (Eisenmenger; Argos; Abagyan, 1993; Santos Filho;
Alencastro, 2003).

O desenvolvimento destas moléculas exige um trabalho multidisciplinar que
envolve conceitos de fisica, quimica, biologia, informatica e estatistica, e se utiliza de
softwares e bancos de dados como MODELLER, SWISS-MODEL e Protein Data Bank
(PDB), que sistematicamente compreendem um conjunto de métodos computacionais
que tém por principal funcao facilitar e otimizar o processo de obtencdo de novos
compostos. Assim, essas ferramentas tornam possivel o estudo de interagdes
intermoleculares de moléculas biolégicas ainda nao resolvidas experimentalmente. O
que atribui aos métodos de modelagem no estudo de biomoléculas, varias vantagens
em relagdo a métodos e técnicas experimentais que exigem processos que
demandam tempo e a aplicagao de métodos de alto custo como a clonagem molecular,
a purificagéo de proteinas e a cristalizagao proteica (Nakano et al., 2012; Sant'’Anna,
2009).
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3.4.2 Docking molecular

A analise de estruturas tridimensionais dos compostos de interesse no que diz
respeito a parametros de qualidade da estrutura, € exigida no estudo de docking tanto
ao ligante (substrato) quanto ao receptor (enzima) para a obtencdo de resultados
precisos que representem as condi¢Oes reais. As estruturas cristalogréaficas destes
compostos determinadas experimentalmente podem ser encontradas em bancos de
dados como PubChem mantido pelo National Center for Biotechnology Information
(NCBI) e Protein Data Bank (PDB) mantido pelo Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics (RCSB).

Quando as estruturas dos compostos de interesse nao estdo disponiveis em
bancos de dados como esses, os métodos de modelagem molecular por homologia
associados a técnicas de docking assumem um importante papel para compreensao
de propriedades e do comportamento de biomoléculas ainda pouco estudadas
(Sant’/Anna, 2009; Santos Filho; Alencastro, 2003).

Desta forma, essas técnicas sao indispensaveis nos processos de descoberta,
por exemplo, de novas drogas e de inibidores enzimaticos ou de otimizacdo de
protétipos existentes de candidatos a medicamentos por tornarem possivel a
compreensao de propriedades especificas de uma molécula que podem influenciar a
interacdo com o receptor (Guido; Andricopulo; Oliva, 2010; Santos et al., 2014).

O docking molecular fornece detalhes do reconhecimento e modo de ligacao
entre proteina-proteina e receptor-ligante e tem como principal finalidade predizer com
precisdo a melhor e mais provavel geometria de encaixe de um composto alvo ao sitio
de ligacdo de uma enzima especifica (Renuga Parameswari; Rajalakshmi;
Kumaradhas, 2015). Com isso, € possivel estimar a for¢a de ligacdo mais provavel de
acontecer em uma situacao real, permitindo, portanto, a obtencdo de informacdes
fisico-quimicas fundamentais para o esclarecimento das interacdes intermoleculares
ocorrentes entre proteinas ou enzimas com os ligantes (Manogar et al., 2019).

As caracteristicas fisico-quimicas e as propriedades estruturais das moléculas
envolvidas na simulag&o de docking determinam o grau de afinidade e especificidade
de um ligante ao sitio ativo da macromolécula e define os tipos de interacbes
intermoleculares na formacédo de um complexo enzima-substrato (Verli, 2014). Essas
interacdes geralmente incluem ligacdes de hidrogénio, interacfes hidrofébicas por

meio de ligacbes de Van der Waals, interagcfes do tipo cation-tr, interagdes ibnicas,
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interacbes envolvendo anéis aromaticos do tipo -1 e coordenagdo com ions
metalicos (Bissantz; Kuhn; Stahl, 2010; Brooijmans; Kuntz, 2003; Dunn, 2010;
Salonen; Ellermann; Diederich, 2011; Verli, 2014).

Para a realizacdo do docking quando a regido do sitio ativo é conhecida, uma
caixa é gerada a fim de limitar a busca pelo reconhecimento molecular com a enzima
a essa regido. E quando néo se tem essa informacéo a busca pelo encaixe € realizada
considerando toda a area da proteina como potencial regido de ligacdo, esse caso
geralmente € denominado docking cego (Hetényi; Van Der Spoel, 2006). Os
procedimentos tipicos que permitem a aplicacdo do docking seguem alguns passos
basicos, a comecar pela selecédo e preparacdo do receptor e do ligante conforme o
método de docking a ser utilizado, o segundo passo € caracterizado pela defini¢cdo
dos parametros para os métodos de busca e aplicacdo do docking, e finalmente a
analise dos resultados (Morris; Lim-Wilby, 2008).

Para a realizacéo de cada um desses passos existem varios softwares publicos
ou comerciais que podem ser utilizados, como o AutoDock, conhecido por ser um dos
programas mais utilizados e recomendados para a aplicacdo da técnica de docking
(Yuriev; Ramsland, 2013), ou ainda por meio de servidores na internet como o
Dockthor, desenvolvido pelo GMMSB/LNCC (Grupo de Modelagem Molecular de
Sistemas Bioldgicos / Laboratério Nacional de Computacao Cientifica) (BARREIRO et
al., 2015).

Esses programas utilizam algoritmos de busca responsaveis por investigar o
cenario de energia potencial a fim de encontrar o minimo de energia global e fungdes
de pontuacgao, do inglés scoring functions, que baseando-se em campos de forga e
métodos empiricos calculam a afinidade de ligacédo e preveem caracteristicas que
determinam a complexagdo proteina-ligante, identificando as possibilidades de
interagcdes quimicas, como van der Waals, ligac¢des eletrostaticas e de hidrogénio
(Brooijmans; Kuntz, 2003; Shen et al., 2020). O Autodock 4.2, por exemplo, possui
duas opgdes de métodos de busca global disponiveis, séo estas: (1) Método de Monte
Carlo e (Il) Algoritmo Genético, e oferta um método hibrido global-local, o
Lamarckiano, que se mostra mais eficiente em encontrar baixas energias (Morris et
al., 1998; Morris; Lim-Wilby, 2008).
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3.4.3 Dinamica molecular

Na mecanica classica, a dinamica molecular (DM) compreende um conjunto de
ferramentas que permite o estudo do comportamento de um sistema de muitas
particulas ao longo de um tempo predeterminado e possibilita a compreensao da base
fisica da estrutura e fungdo de macromoléculas biolégicas (Karplus; McCammon,
2002). As técnicas de DM fornecem informagdes do comportamento dinédmico
microscopico de cada atomo de um sistema a fim de obter propriedades observaveis
como temperatura, presséo, energia interna, volume, energia de interagao, entropia,
energia livre, etc (Namba; Da Silva; Da Silva, 2008).

Para estudos de dindmica molecular em sistema bioldgicos que envolve
proteinas e enzimas, geralmente se recorre a estrutura experimental da proteina
disponivel no PDB, quando a estrutura de interesse nao esta disponivel, deve-se
recorrer as técnicas de modelagem por homologia para predicdo e obtengdo das
estruturas tridimensionais (Berman et al., 2000; Kuhlman; Bradley, 2019).

As simulagdes de DM sao fundamentadas em equacbes de mecanica
molecular, de modo que as moléculas séo consideradas como um conjunto de atomos
que podem ser descritos por forgas newtonianas, o que significa que os atomos sao
tratados como particulas que sao conectadas por forgas elasticas ou harmoénicas
(Sant’Anna, 2009). O objetivo é obter dados estatisticos confiaveis e possiveis de
acontecer em uma situacdo real para propriedades estruturais, dinamicas de
comportamento e termodinamicas de um sistema molecular em funcdo do tempo
(Salo-Ahen et al., 2020).

Assim, as equagdes sao resolvidas durante a evolugao do tempo da dinamica
e expressam estatisticamente as mudangas do comportamento do sistema em uma
trajetoria que consiste em conjunto de posi¢cdes e velocidades de cada atomo no
decorrer da simulagdo. Além de guardarem uma grande quantidade de dados que
podem ser transformados em formas mais interpretaveis a fim de obter informacgdes
uteis de insights bioldgicos estruturais e funcionais do sistema estudado (Yekeen et
al., 2023)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencgao da estrutura tridimensional do 4-nonilfenol e seus intermediarios

A estrutura tridimensional do 4-nonilfenol e de seus intermediarios foram
obtidas no banco de dados PubChem (Kim et al., 2021) e foram otimizadas conforme
metodologia descrita no item 4.3, seus respectivos codigos se encontram na Tabela
4.1.

Tabela 4.1: Cédigos de acesso das estruturas tridimensionais do 4-nonilfenol e
de seus intermediarios NFIEC, NF2EC, NF1EO e NF2EO no PubChem.

COMPOSTO PubChem CID

4NF 1752
NF1EC 18380
NF2EC 86267
NF1EO 154827466
NF2EO 24773

Fonte: Prépria.

4.2 Obtencao da estrutura tridimensional da lacase de Trametes villosa e

Trametes lactinea

N&o ha estruturas cristalogréaficas para a enzima lacase de Trametes villosa e
Trametes lactinea disponivel no banco de dados do PDB. Portanto a obtencédo das
estruturas tridimensionais para a lacase de T. villosa e T. lactinea se deu por meio da
técnica de modelagem molecular por homologia a partir das sequéncias primarias
(FASTA) de codigo AAC41687.1 e KAH9897825.1 (Figura 4.1 a e b) disponibilizadas
no banco de dados GenBank do NCBI.

A modelagem foi realizada utilizando o software online SwissModel

(https://swissmodel.expasy.org), os templates sugeridos como moldes foram entédo

selecionados para gerar os modelos que em seguida foram avaliados seguindo
parametros como percentual de identidade, GMQE (Global Model Quality Estimation),
QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis) e a resolucdo em Angstrom que
determinam a qualidade global da estrutura tridimensional. Para validacdo dos
modelos gerados foram considerados, além dos parametros citados acima, 0s
resultados obtidos dos programas PROCHECK, VERIFY 3D e ERRAT que fornecem
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parametros estereoquimicos, a fim de demonstrar a boa qualidade da estrutura
(Arnold et al., 2006).

Os modelos gerados pelo SwissModel passaram por uma triagem para selecao
dos modelos mais adequados seguindo a seguinte ordem de critérios: percentual de
identidade acima de 70%, resolucdo abaixo de 2 A, GMQE acima de 0,90 e por fim
foram selecionados os modelos com QMEAN abaixo de 1,75. Em seguida os modelos
restantes passaram por validagdo usando o ERRAT, VERIFY 3D e PROCHECK
disponivel em https://saves.mbi.ucla.edu/ .

a-)

| 10] 1 20] 30| 0] 50 60 1 70] L | | 50)
MGLQRFSFFVTLALVARSLAAIGPVASLVVANAPVSPDGFLRDAIVVNGVVPSPLITGKKGDRFQLNVVDTLTNHSMLKSTSIHWHGFFQAG

100] | 110] ! 120] ! 3] ! 140] ! 150] ! 161] ! 171] | 18]
TNWAEGPAFVNQCPIASGHSFLYDFHVPDQAGTFWYHSHLSTQVCDGLRGPFVVYDPKDPHASRYDVDNESTVITLTDWYHTAARLGPKFPL

| 150] | 200) | 210] | 220 1] 240] | 251 ! 260] ! 270
GADATLINGLGRSASTPTAALAVINVQHGKRYRF‘RLVSISCDPNYTFSIDGHNLTVIEVDGINSQPLLVDSI IFAAQRYSFVLNANQTVGN
| 250 L 300 L 310] L 320 L

YWVRANPNFGTVGFAGGINSAILRYQGAPVAEPTTTQTPSVIPLIETNLHPLARMPVPGSPTPGGVDKALNLAFNFNGTNFFINNATFTPPT
370 | 280 | 390) | 410] | 420] | 430] L2 | 5] | =] |
VPVLLQILSGAQTAQDLLPAGSVYPLPAHSTIEITLPATALAPGAPHPFHLHGHAFAVVRSAGSTTYNYNDPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIR

L 470] L 480] L 450 L 500} | 510] L 520} L 530] | 540 L 550}
FQTDNPGPWFLHCHIDFHLDAGFAIVFAEDVADVKAANPYVPKAWSDLCPIYDGLSEANQ

| 10] | 20] | 30 | 0] | 50 | 60] | 7] | 20| | 2]
MSKFHSLLSFVLVSLVSVAYAGIGPYVTDLT ISNAEVSPDGYAREAVVVNGVTPAPLITGQKGDHFQLNVINQLTNHTMLKTTT IHWHGFFQH
| 100] | 110] | 120] | 130] | 140] | 150] | 160] | 170] | 180]
GTHWADGVAFVNQCPIASGNSFLYDFQYPDQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPHASLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLGPRFEP
| 190] | 200] | 210] | 220] | 230] | 240] | 250] | 260] | 270] |
LGADTTLINGLGRFFGLDSDLAVINYVTQGKRYRFRLYVSLSCDPSFTFSIDEHTMTIIETDAVNTQFLEVDSIQIFAGQRYSFVLEANQAVDN
280] | 290] | 300] | 310] | 320] | 330] | 340] | 350] | 360]
YWIRAAPAFGQNTGFADGLNSAILRYDGASPVDPTTTQSASTKPLNEVDLHPLTPMPVPGDPVAGGVDKPINLAFNFDGTNFYINDHSFTPP
370] | 380] | 390] 400] | 410] 420] | 430] 440] | 450 460]
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Figura 4.1: a-) Sequéncia fasta da lacase T. villosa (AAC41687.1); b-).
Sequéncia fasta da lacase T. lactinea (KAH9897825.1) Fonte: GenBank (NCBI),

imagem gerada pelo autor no Discovery Studio.

4.3 Avaliagao do grau de homologia da lacase de Trametes villosa e Trametes

lactinea

O grau de homologia da lacase de Trametes villosa e Trametes lactinea foi
determinado por meio da técnica de alinhamento multiplo de sequéncias utilizando o
software online Clustal Omega e para os calculos de percentual das regides
conservadas, conservativas e ndo conservadas entre as enzimas foram utilizados os

softwares Jal view e Discovery Studio.
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4.4 Desenho e otimizagdao geométrica do 4-nonilfenol e intermediarios NF2EC,
NF1EC, NF2EO e NF1EO

Para a pré-otimizagcao dos nonilfendis foi utilizado o software Avogadro versao
1.2.0, foram testados os métodos classicos de GAFF, GHEMICAL, MMFF94,
MMFF94s e UFF. Em seguida as estruturas cristalograficas otimizadas foram
sobrepostas as estruturas obtidas no banco de dados PubChem, a fim de demonstrar
que as estruturas utilizadas para as simulagdes estavam em seu minimo de energia,
para isso foi utilizado o software Discovery Studio Visualizer v17.2.0.163449. Para
identificar o melhor método quantico, foi utilizado o cristal do 4-nonilfenol pré-
otimizado pelo método classico que apresentou RMSD (média do desvio do
quadratico da raiz em angstrom (A)) aceitavel e mais indicado pela literatura para
otimizagcao de moléculas biolégicas e organicas. A estrutura foi novamente otimizada
pelos métodos quanticos AM1, MNDO, MNDO-d, PM3, PM6, PM7 e RM1 a partir do
MOPAC 2016 (Stewart, 1990). Apds esta etapa, as sete estruturas obtidas foram
sobrepostas a estrutura tridimensional obtida no Pubchem para demonstragcao de que
as estruturas estavam em seu minimo de energia, sendo indicado pelo menor RMSD

aceitavel (menor valor abaixo de 3A) (Novi¢ et al., 2016).
4.5 Obtencao dos parametros termodinamicos e descritores de reatividade

Para os calculos dos parametros termodinamicos foi adotado o método
quantico que se mostrou mais adequado e utilizando o Avogadro e o MOPAC 2016
foram gerados os arquivos .mop para o 4-nonilfenol otimizado. O passo seguinte para
a operacao dos calculos para obtencado dos parametros termodinamicos e descritores
de reatividade foram aplicados no MOPAC 2016 os comandos EPS=80 e SUPER para
simular a constante dielétrica da agua a 25°C. Foram calculadas as energias do calor
de formagdo (AHf) e energia dos orbitais de fronteira HOMO (orbital molecular
ocupado mais alto, do inglés highest occupied molecular orbital) e LUMO (orbital
molecular ndo ocupado mais baixo, do inglés lowest unoccupied molecular orbital).
Em seguida, a fim de correlacionar a reatividade/estabilidade dessas moléculas com
a afinidade de ligagdo com a lacase foram obtidas as energias do GAP (Equagéao 1),
que consiste na diferenca entre as energias do LUMO e do HOMO (Feizi-Dehnayebi;

Dehghanian; Mansouri-Torshizi, 2021; Kamel; Mohammadifard, 2021). As energias do
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HOMO e do LUMO também foram utilizadas para obter dados de outras propriedades
que sao importantes indicadores de reatividade. Sao estas: afinidade eletrdénica (A),
potencial de ionizag&o (l), dureza absoluta (n), maciez (o), eletronegatividade (¥),
eletrofilicidade (w), potencial quimico (y) e nucleofilicidade (N), as respectivas
equacgdes para o calculo de cada parametro se encontram logo abaixo (Miar et al.,
2021; Pilli; Banerjee; Mohanty, 2015).

Equacao 1: GAP
Eg = (eLUMO — €¢HOMO)
Equacgao 2: Afinidade eletrénica
A = —[eLUMO]
Equacao 3: Potencial de ionizagao
I = —[eHOMO]
Equacao 4: Potencial quimico

eLUMO + eHOMO
I"l = 2

Equacao 5: Dureza absoluta

(eLUMO — £HOMO)
n= >

ou

La-8
="

Equacao 6: Maciez

S
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Equacao 7: Eletronegatividade

(eLUMO + ¢HOMO)
2

X:

ou

1+ A
=T

ou
X=-—U

Equacao 8: Eletrofilicidade

Equacao 9: Nucleofilicidade

1
N =—
W
4.6 Preparacao dos complexos lacase-4-nonilfendis e aplicagdao do docking

molecular

O primeiro passo desta etapa do estudo foi a preparacdo dos receptores
(lacase de T. villosa (LacTv) e lacase de T. lactinea (LacTl)) para o docking e consistiu
na remocao de todas as moléculas de agua e adi¢éo dos hidrogénios polares e cargas
de Kollman, para isso, foram utilizados os softwares Biovia Discovery Studio
v.20.1.0.19295 e Autodock Tools v.1.e5.6, respectivamente (Kamaraj; Vuppu, 2023).

Em seguida foi realizada a aplicacdo dos parametros para o docking, sendo
concedida flexibilidade total aos ligantes, de modo que todas as ligagdes ficassem
livres para realizar rotacdes. O receptor foi considerado rigido com a grid box de 1 A
centralizada no ion cobre T1 com coordenadas e dimensdes que permitissem que T2,
T3a e T3 também ficassem dentro da area da grid box gerada.

A simulacao de docking molecular foi configurada usando o algoritmo genético

de busca Lamarckiano, logo em seguida foram gerados os arquivos .pdbqgt e
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submetidos ao docking usando o AutoDock Vina v.1.1.2. adotando um valor maximo
de exaustividade igual a 64, pois, quanto maior a exaustividade mais completa é a
busca espacial da estrutura da proteina (Che; Liu; Zhang, 2023). Das nove
conformacdes geradas pelo AutoDock Vina a de menor RMSD e menor energia livre
foi admitida para visualizacdo das interacdes moleculares do complexo receptor-
ligante, para isso foi utilizado o software Discovery Studio Visualizer v.20.1.0.19295.

O protocolo utilizado para a realizacdo do docking da LacTv e LacTl com os
nonilfendis foi validado por redocking da estrutura cristalizada da lacase azul de
Trametes trogii complexada com p-metilbenzoato, 0 mesmo cristal (2HRG) utilizado
para a modelagem da LacTl. Foi realizado ainda, o docking do cristal 2HRG com o
4NF para confirmar se os resultados obtidos para energia livre de ligacdo através do
protocolo utilizado para o docking com estruturas obtidas por modelagem molecular
tem semelhanca com o resultado obtido utilizando uma estrutura de uma lacase
conhecida determinada experimentalmente.

As correlagbes dos descritores tedricos com dados de energia de ligacédo
obtidos pelo docking foram determinadas a partir do coeficiente de Pearson
considerando um nivel de confianca com valor de P de 0,05, para isso foi usado o
software GraphPad Prism (Versdo 6). As correlacbes positivas e negativas foram
interpretadas considerando-se a seguinte classificacdo para os valores de r: perfeita
quando r = 1,0 e -1,0; muito forte quando |0,8| <r < |1| e |-0,8| > r > |-1]; forte quando
|0,6] <r<]0,8| e |-0,6| > r 2 |-0,8|; moderada quando |0,3| <r<0,6| e |-0,3| > r =|-0,6|;
desprezivel quando |0,1| <r<]0,3| e |-0,1]| >r=]-0,3|; e nulaquando 0 <r<0,1e 0 >
r2|-0,1| (Akoglu, 2018).

4.7 Dinamica molecular

A simulagdo da dindmica molécular para os complexos lacase-4NF gerados
pelo docking foi realizada utilizando o pacote GROMACS 2023.3 (Abraham et al.,
2015; Pronk et al., 2013). A topologia para a lacase de ambas as espécies foi obtida
utilizando o campo de forga charmm36 de julho de 2022 do MacKerell Lab (Huang;
Mackerell, 2013), e para gerar o arquivo .str da topologia do 4NF foi utilizado o
CHARMM-CGenFF utilizando o arquivo do ligante extraido do complexo obtido do
docking no formato .mol2, o CGenFF foi utilizado para a parametrizagao dos ligantes

por ser compativel com o campo de forca charmm36. Os complexos foram
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centralizados em uma caixa dodecaédrica com limites de 9,024 nm e em seguida as
caixas foram solvatadas aplicando o modelo de agua TIP3P e adicionadas de ions CI-
e Na* para neutralizar o sistema. A minimizagao das energias do sistema foi realizada
por meio do algoritmo steepest descent a fim de reduzir a ocorréncia de interagdes
desfavoraveis. As simulagdes para o equilibrio foram realizadas para o tempo de 1 ns
em condi¢gdes NVT e NPT, utilizando um termostato V-rescale com temperatura alvo
de 300 K e o barostato Berendsen com a presséao alvo de 1 bar. Para a producao da
dindmica molecular nos sistemas em equilibrio foi adotado para as analises o tempo
de 1 ns i(Sharma; Panwar; Sharma, 2020), o script foi configurado para salvar as
energias e as coordenadas das trajetérias a cada 1 ps sendo utilizado o método
Particle Mesh Ewald (PME) para tratamento das interagcbes eletrostaticas de longa
distancia e o método de Verlet para interacdes de curta distancia.

Para a analise da estabilidade do complexo lacase-4NF durante o tempo de
simulagao da dinamica foram plotados os graficos da variacdo da temperatura por
meio da simulagcdo NVT, da densidade e da pressao durante a equilibracédo do sistema
na simulagédo NPT e do raio de giro, RMSD da proteina complexada ao ligante e da
Flutuagdo Quadratica Média (RMSF) da proteina e a area de superficie da proteina
acessivel ao solvente (SASA) durante a simulagao da dinamica molecular no sistema
equilibrado.

Para a andlise da interacéo lacase-4NF foram plotados os graficos das energias
de interagao e do numero de ligagcdes de hidrogénios formadas entre a lacase e 0 4NF
durante a dindmica. A energia livre de ligacdo (AGbind) média da proteina-ligante para
os complexos LacTv-4NF e LacTIl-4NF durante a dindmica foi calculada utilizando o
método MMPBSA (molecular mechanics generalized Poisson-Boltzmann) (Valdés-
Tresanco et al., 2021), utilizado para calcular a energia livre de ligagcédo e estimar a
estabilidade dos complexos a partir dos arquivos de trajetéria da dinamica molecular
gerados pelo gromacs (Kumari; Kumar; Lynn, 2014). Para isso, foram considerados
frames de toda a trajetéria de 1 ns da simulagcdo de dindmica molecular dos dois
complexos.

Para utilizar o pacote gmx MMPBSA para a analise das energias foram
instalados os pacotes Miniconda e Python3. No diretdrio de trabalho para os calculos
MMPBSA foram adicionados script python MMPBSA, os arquivos de trajetoria e os

arquivos de topologias gerados pelo gromacs para executar o comando final (mpirun
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-np 8 gmx_MMPBSA MPI -O -i mmpbsa.in -cs md_0_10.tpr -ci index_mmpbsa.ndx -
cg 114 -ct md_0_10_center.xtc -cp topol.top).

As contribuicbes energéticas para o complexo receptor-ligante sdo divididas em
AGGAS e AGSOLV, em que AGGAS ¢ a energia de interagédo obtida pela soma dos
componentes internos ligados (ABOND + AANGLE + ADIHED) e nao ligados
(AVDWAALS + AEEL) e a energia livre de solvatagdo (AGSOLV) é obtida pela soma
das contribuicbes polares (AEGB) e apolares (AESURF) (Cooper; Bardhan; Santa
Maria, 2020; Joshi et al., 2023). A energia livre de ligagdo da reacdo no sistema
solvatado para a trajetdria da dindmica molecular foi calculada conforme a Equacéao
10 (Abdjan et al., 2023; Chen, 2022).

Toda a simulagao foi realizada em um computador provido de uma CPU Intel
11th Gen Intel(R) Core(TM) i5-1135G7 @ 2.40GHz utilizando a capacidade maxima
de 8 threads e uma GPU Intel(R) Graphics [0x9a49], architecture 12.0.0, vendor:
Intel(R) Corporation, device version: OpenCL 3.0 NEO , driver version 23.35.27191.9

para rodar as simulagdes.

Equacgao 10: Energia livre de ligagao média da trajetéria da dinamica molecular

AGbind = AGGAS + AGSOLV
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Otimizacao do 4-nonilfenol e intermediarios
5.1.1 Métodos classicos

Para os métodos classicos testados, os campos de forcas GAFF e MMFF94s
foram os que apresentaram menor RMSD como mostra a Tabela 5.1. Como todos os
métodos apresentaram RMSD aceitavel (Novi€ et al., 2016) sendo demontrado que
as estruturas estavam em seu minimo de energia, optou-se por utilizar o MMFF94s
para a pré-otimizagao dos cristais por ser este o método mais indicado para esse tipo
de estudo e por ter sido demonstrado fornecer uma boa precisdo na minimizagao de
energia em uma variedade de moléculas organicas e de compostos bioativos
(Halgren, 1999; Wahl et al., 2019). A sobreposicdo do 4NF otimizado a estrutura

tridimensional inicial pode ser vista na Figura 5.1.

Tabela 5.1: Valores de RMSD da sobreposicao das estruturas otimizadas por
métodos classicos com a estrutura cristalografica do nonilfenol destacando os

menores RMSDs.

4-NONILFENOL ENERGIA (kJ.mol" RMSD (A)

GAFF 21,3104 0,0896
GHEMICAL -5,86821 0,1062
MMFF94 24,4876 0,0984
MMFF94s 24,4876 0,0984
UFF 79,3372 0,3309

Fonte: Propria.

Figura 5.1: Sobreposi¢ao da estrutura do 4-nonilfenol (CID 1752) com a
estrutura otimizada pelo MMFF94s. Fonte: Propria, elaborada no Avogadro e
Discovery Studio.
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5.1.2 Métodos semi-empiricos

Ao contrario dos métodos classicos, os métodos semiempiricos permitem ao
usuario obter outras conformacdes dos compostos ao exercer uma serie de energias
admitidas para cada atomo da molécula simulando um conjunto de dados
experimentais como geometrias de equilibrio, calores de formagdo, momentos de
dipolo e energias de ionizacdo (Sant'’Anna, 2009). Os menores valores de RMSD
foram apresentados pelos métodos PM6 e PM7, respectivamente (Tabela 5.2),
indicando que esses dois métodos se aproximaram mais dos resultados depositados
no PubChem. A escolha do método foi baseada na literatura, sendo admitido o método
PM7 para otimizacdo final dos nonilfendis por este ser adequado para modelar
reacoes catalisadas por enzimas. Além disso, 0 método supracitado tem demonstrado
oferecer resultados com maior acuracia quando comparado ao restante dos métodos
semiempiricos no que diz respeito ao calor de formagdo, mostrando ser bastante

eficiente na previsao da interagéo de ligantes em ambientes proteicos (Stewart, 2017).

Tabela 5.2: Valores de RMSD da sobreposi¢cao das estruturas pré-otimizadas
do Nonilfenol por método classico (MMFF94s) e posteriormente por métodos semi-

empiricos, destacando o menor valor de RMSD.

4-NONILFENOL ENERGIA (kJ.mol"") RMSD (A)

AM1 46,2839 0,1188
MNDO 49,8126 0,1236
MNDO-d 49,6374 0,1229
PM3 33,2168 0,1118
PM6 32,9367 0,1004
PM7 32,4858 0,1079
RM1 36,5879 0,1185

Fonte: Prépria.

Outro ponto positivo de se utilizar o PM7 como método de otimizacdo é que
este possui os algoritmos de busca para obtencdo dos dados de energia de atomos
mais recentes que o MOPAC disponibiliza, o que permite a utilizagdo de um unico
método para a simulagdo. Isso faz com que muitos dos problemas encontrados
guando se usa dois ou mais métodos sejam reduzidos, evitando assim, a necessidade
de utilizacdo de métodos proprios para o tratamento de estruturas quimicas

individuais, como pontes de sal e liga¢des de hidrogénio, e diminuindo a possibilidade
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de ocorréncia de erros nas propriedades estruturais e de energia dos compostos
modelados (Ryan et al., 2016).

5.2 Parametros termodinamicos e descritores de reatividade

Os orbitais de fronteira HOMO e LUMO sao frequentemente considerados
como os orbitais de fronteira mais importantes por serem capazes de determinar como
uma molécula se comporta ao interagir com outras espécies, uma vez que a afinidade
eletrdnica (A) de uma molécula é dada pela energia negativa do LUMO e o potencial
de ionizacdo (I) é dado pela energia negativa do HOMO (Pilli; Banerjee; Mohanty,
2015).

O calculo de GAP evidencia essas energias de modo que quanto mais estreito
0 GAP entre as energias dos orbitais mais reativa e mais polarizavel € a molécula,
enquanto valores de GAP mais altos indicam maior estabilidade. Essa relagdo esta
associada com os conceitos de dureza e maciez, de modo que quanto maior 0 GAP
entre as energias desses orbitais maior a dureza e quanto menor maior a maciez
(Karunakaran; Balachandran, 2012; Zhang; Musgrave, 2007).

Os valores obtidos pelo calculo do GAP mostraram um aumento a medida que
o nonilfenol etoxilado é degradado, apresentando valores de GAP de 8.969, 8.998,
9.002, 9.065 e 9.067 para NF2EO, NF1EO, NF2EC, NF1EC e 4NF, respectivamente
(Tabela 5.3). O valor alto de GAP reflete uma alta estabilidade desses compostos e 0
aumento desses valores com a diminuicdo de grupos etoxilados confirma uma maior
recalcitrancia e dificuldade de degradacdo do composto final 4NF na natureza em
relacdo aos seus precursores (Bergé et al., 2012) e reforca a necessidade de diminuir
0s riscos que poluentes emergentes como o nonilfenol representam ao meio ambiente
e a biodiversidade, uma vez que os resultados mostram também altos valores de
eletrofilicidade (Tabela 5.3), o que presume toxidade consideravel dos compostos
(Chinnasamy; Poomani, 2020). A tendéncia a dificil degradacdo também é indicada
pelo fato de os compostos possuirem alto potencial quimico negativo e alta dureza
(Mushtaque et al., 2019). Além disso, a maior dureza (4.5337 eV) e menor maciez
(0,2206 ev) observadas para 0 4NF revela que este € o menos reativo e cineticamente

mais estavel em relacéo aos seus intermediarios (Khalid et al., 2023).
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Tabela 5.3: Parametros termodindmicos e descritores de reatividade para o

nonilfenol e intermediarios destacando os maiores valores em negrito € menores

valores em vermelho para cada parametro.

Parametros NF2EO NF1EO NF2EC NF1EC ANF
Calor final de formagao
(AHP) (kJ.mol-) -692,510250 -514,140950 -866,857130 -681,847580 -332,301010
HOMO (eV) -8,084162  -9,057904  -9.084812  -9.216153  -9,179220
LUMO (eV) -0,015585  -0,059826  -0,083191  -0,151116  -0,111911
LUMO - HOMO gap (eV)  8,968577  8,998078  9,001621 9,065037  9,067309
Potencial d(i\;‘)’"'za‘?“ () gosa162 9057904 9084812 9216153  9,179220
Afinidade (‘Z'\‘j;m“'ca (A 0015585 0059826  0,083191 0,151116 0,111911
Eletronegatividade (x) (eV) 4,499874 4558865  4,584002  4,683635  4,645565
Potencial quimico () (eV) -4,499874  -4,558865  -4,584002  -4,683635  -4,645565
Dureza (n) 4,484289 4499039 4500811 4532519  4,533655
Maciez (o) 0,223001 0222270 0222182  0,220628  0,220573
Eletrofilicidade (w) 2,257757  2,309743 2334366  2,419895  2,380119
Nucleofilicidade (N) 0,442917 0432949 0428382  0,413241 0,420147

Fonte: Prépria.

5.3 Modelagem molecular da lacase

Foram gerados pelo SwissModel 50 modelos, e apds a excluséo pela triagem
[=SE(E(E(E(E(E(E(|@[SEQ. ID
cristal por

virtual estabelecida pela férmula
(%)]]>=70;[@[Resolucéo do
(A)]1<=2;|@GMQE]>=0.9;[@QMEAN4]<=1.75;[@[Errat (%)]]>=90;[@[Verify
(%)]]>=80;[@[Procheck (%)]]>=88))))));"PASSED"; "NO PASSED")]

restaram sete modelos adequados para Trametes villosa e sete modelos adequados

difracéao de raio-X

no Excel,

para Trametes lactinea (Tabela 5.4 e Tabela 5.5). O primeiro passo da triagem
permitiu a selecdo de modelos com percentual de identidade do alinhamento com a
sequéncia primaria da lacase de T. villosa e T. lactinea acima de 70%, o que é muito
bom, pois estd acima do minimo aceitavel de 30% de semelhanga para geracao de
um bom modelo quando o numero de residuos é superior a 80 (Santos Filho;
Alencastro, 2003; Verli, 2014). Aléem disso os modelos restantes apresentaram 6timos
valores de GMQE indicando alto indice de confiabilidade com valores muito proximos
a 1 e valores de QMEAN satisfatorios, abaixo de 2 demonstrando Z-score com boa

normalizacdo do QMEAN (Figura 5.2 a e Figura 5.3 a) e alto grau de natalidade e
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consisténcia das distancias interatbmicas do modelo quando comparadas a

informacdes de proteinas homadlogas determinadas experimentalmente (Figura 5.2 b
e Figura 5.3 b) (Waterhouse et al., 2018).

Tabela 5.4: Modelos aprovados na modelagem da lacase de T. villosa,

destacado em negrito o modelo aprovado e escolhido para as simulagdes com base

no melhor valor obtido pelo Procheck.

Resolucgéo
Modelos do cristal
ordenados SEQ.ID or Verif Procheck
Sor (30) dif‘r’agao GMQE QMEAN4 Errat (%)y )
procheck de raio-X
(A)
model 19 76,41 1,50 0,92 1,61 92,84 93,59 89,90
model 22 75,91 1,50 0,91 1,27 93,36 93,76 89,40
model 29 76,11 1,90 0,91 1,23 90,72 91,95 88,40
model 15 77,42 1,75 0,92 1,04 94,74 93,17 88,20
model 12 79,07 1,80 0,92 1,49 92,53 93,76 88,20
model 24 76,61 1,90 0,91 1,52 90,41 91,38 88,20
model 08 78,96 1,80 0,93 1,56 92,12 93,79 88,20

Fonte: Propria.

Tabela 5.5: Modelos aprovados na modelagem da lacase de T. lactinea,

destacado em vermelho o modelo aprovado e escolhido para as simulagdes com base

no melhor valor obtido pelo procheck.

Resolucéo
Modelos do cristal
ordenados SEQ. ID or Verif Procheck
Sor (30) dif?agéo GMQE QMEAN4 Errat (%)y %)
procheck de raio-X
(A)
model 28 73,48 1,58 0,90 1,09 90,98 87,30 89,90
model 06 83,47 1,75 0,92 1,55 94,55 85,51 89,70
model 05 83,00 1,75 0,92 1,74 92,13 87,88 89,20
model 10 79,55 1,80 0,91 1,40 91,74 88,08 88,70
model 23 74,09 1,50 0,90 1,13 90,40 87,50 88,20
model 18 77,53 1,76 0,91 1,30 91,25 88,08 88,00
model 09 80.20 1.20 0.92 1.24 91.48 85.89 88.00

Fonte: Prépria.

Os resultados obtidos pelo Errat e Verify (Tabela 5.4 e Tabela 5.5) validaram

os modelos que foram aprovados na triagem indicando um fator de qualidade geral

médio para os modelos entre 90,40 e 94,74%, resultado considerado satisfatorio, ja
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que o Errat esperado para um modelo confiavel € de no minimo 80%. A validac&o
utilizando o Verify resultou em valores acima de 85.51% 0 que sugere que 0s residuos
estdo em posicoes estaveis (Roman et al., 2020).

Uma vez que todos os modelos finais apresentaram Errat e Verify favoraveis a
validacéo, para a realizacédo do docking optou-se pelo modelo que apresentou melhor
percentual de residuos em regifes favoraveis no grafico de Ramachandran através
do Procheck. Assim, para a o docking com a lacase de T. villosa foi escolhido o modelo
19 que apresenta 76,41% de identidade e 83% de similaridade (Figura 5.4 a) com o
template utilizado (5a7e.1) e que mostrou 89,9 =~ 90% dos residuos em regides
favoraveis, 9,4% em regifes permitidas, 0,5% em regides aceitaveis e 0.2% em
regides ndo permitidas, sendo esta Ultima ocupada apenas por um residuo de
aminoacido (Leu 78). O modelo somou 99,8% de residuos em regides favoraveis,
permitidas e aceitaveis (Figura 5.5).

Para a modelagem da lacase de T. lactinea o modelo 28 foi 0 mais adequado
e entdo escolhido para as analises, este apresentou 73,48% de identidade e 81,5%
de similaridade (Figura 5.4 b) com o template utilizado (2hrg.1) e mostrou 89,9 =~ 90%
dos residuos em regides favoraveis, 9,4% em regibes permitidas, 0,2% em regides
aceitaveis e 0,5% em regides ndo permitidas, sendo os residuos LEU 79 e PHE 198
responsaveis por este ultimo. O modelo somou no total 99,5% de residuos em regiées
favoraveis, permitidas e aceitaveis (Figura 5.6).

Com esses resultados, valida-se os modelos obtidos para a lacase de ambas
as espécies, uma vez que, baseado na analise de 118 estruturas com resolucao de
até 2 A é esperado que um bom modelo apresente 90% ou mais de residuos em
regides favoraveis (Carrascoza; Zaric; Silaghi-Dumitrescu, 2014; Chandrasekaran et
al., 2017; Gopalakrishnan et al., 2007; Laskowski et al., 1996). A sobreposicdo dos
modelos mais adequados ao template utilizado para a modelagem pode ser vista na
Figura 5.7 e na Figura 5.8.
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Figura 5.2: Estimativa da qualidade do modelo 19 para a lacase de T. villosa
prevista pelo célculo do QMean (a) e resultado do Z-score para a estimativa do grau
de confianca das caracteristicas estruturais observadas no modelo, a fim de
determinar o quanto a estrutura esta préxima do seu enovelamento nativo (b). A faixa
azul indica um melhor alinhamento entre a sequéncia do modelo com o template, a

faixa vermelha sinaliza um alinhamento nao favoravel. Fonte: SWISS MODEL.
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Figura 5.3: Estimativa da qualidade do modelo 28 para a lacase de T. lactinea

prevista pelo célculo do QMean (a) e resultado do Z-score para a estimativa do grau
de confianca das caracteristicas estruturais observadas no modelo, a fim de
determinar o quanto a estrutura esta préxima do seu enovelamento nativo (b). A faixa
azul indica um melhor alinhamento entre a sequéncia do modelo com o template, a

faixa vermelha sinaliza um alinhamento nao favoravel. Fonte: SWISS MODEL.
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Figura 5.4: a-) Alinhamento da sequéncia fasta da lacase de T. villosa
(AAC41687.1) com a sequéncia molde do template utilizado para a modelagem
(5a7e.1). b-) Alinhamento da sequéncia fasta da lacase de T. lactinea (KAH9897825.1)
com a sequéncia molde do template utilizado para a modelagem (2hrg.1). Em verde
os residuos conservados, em amarelo os conservativos, em azul os residuos
diferentes com algumas propriedades e fungdes quimicas semelhantes, em branco os
residuos diferentes que nao apresentam nenhuma propriedade quimica semelhante.
Os tragos (-) nas sequéncias apontam os “gaps”. Fonte: Propria, elaborada no

discovery studio.
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Figura 5.5: Mapa de Ramachandran obtido pelo PROCHECK da LacTv

modelada: As areas em vermelho, amarelo e marrom claro indicam, respectivamente:

local mais favoravel, locais permitidos e locais aceitaveis de “locacdo” dos residuos;

as regides brancas representam as regides proibidas. A regido em vermelho no campo

superior esquerdo do mapa indica os residuos que fazem parte de p-folhas. A regido

em vermelho no campo inferior esquerdo indica os residuos que fazem parte de a-

hélices.
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PROCHECK
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saves

’:b LEU 79 (A) =
- —
~|

Psi (degrees)

il
T J T
. B [—J ‘ SPR134(A)’ PHE 198 (A)

Phi (degrees)

Plot statistics

Residuos em regides favoraveis 373 89.9%
Residuos em regides permitidas 39 9.4%
Residuos em regiées generosamente permitidas 1 0.2%
Residuos em regides desfavoraveis 2 0.5%
Ntmero de residuos nao-glicina e nao-prolina 415 100.0%
Numero de residuos finais (exc. GLI e PRO) 5
Numero de residuos de glicina 38
Numero de residuos de prolina 42
Numero total de residuos 500

Figura 5.6 Mapa de Ramachandran obtido pelo PROCHECK da LacTI
modelada: As areas em vermelho, amarelo e marrom claro indicam, respectivamente:
local mais favoravel, locais permitidos e locais aceitaveis de “locacdo” dos residuos;
as regides brancas representam as regides proibidas. A regido em vermelho no campo
superior esquerdo do mapa indica os residuos que fazem parte de p-folhas. A regiao
em vermelho no campo inferior esquerdo indica os residuos que fazem parte de a-

hélices.
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Figura 5.7: Modelo da lacase de T. villosa sobreposto ao template S5A7E (PDB)
da lacase de Coriolopsis gallica, em amarelo destaca-se o modelo obtido. Fonte:

Prépria, elaborada no discovery studio.
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Figura 5.8: Modelo da lacase de T. lactinea sobreposto ao template 2HRG
(PDB) da lacase de Trametes trogii, em amarelo destaca-se o modelo obtido. Fonte:

Propria, elaborada no discovery studio.
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5.4 Grau de homologia da LacTv e LacTlI

O percentual de identidade entre a LacTv e a LacTl foi de 71,9% e o grau de
similaridade, que inclui as regides conservadas e conservativas, foi de 85,6% (Figura
5.9). Esse alto grau de conservacgao é refletido no resultado observado através do
docking em que foi verificado residuos coincidentes para a interacdo da lacase das

duas espécies com o0 4NF.

20 30 40 5
AAC41687.1_1_519 TLABMARS L A v A A P FLRDo@E 1 s K
of 4 & e 4w 4 aw w3
KAHO897825.1_2_518 Q
AAC41687.1 1 519 5 sils A E@lr H
| sl 4 w0l 4w 1]
KAH9897825.1_2_518
AAC41687.1_1_519 K R E
[ 4 =2l 4 2w s ;o4 .  2s[ 0
KAH9807825.1_2_518
AAC41687.1_1_519 QH 1 Y G LV 1S L
o o 4 sl =m0l 4 sw[ w33
KAHO897825.1_2_518 H E E
AAC41687.1 1 519 v RN BN I vAlE T I 1
| 3 4 3| 0 sm | 30 | 350
KAH9897825.1_2_518 E
AAC41687.1_1_519 L FIRMHAT
4] a4l 430

KAHO807825.1_2_518 N 5
AAC41687.1_1_519 L A
KAH9897825.1_2_518
AAC41687.1_1_519

Figura 5.9: Alinhamento da sequéncia fasta da lacase de T Vvillosa
(AAC41687.1) com lacase de T. lactinea (KAH9897825.1). Em verde os residuos

conservados, em amarelo os conservativos, em azul os residuos diferentes com

algumas propriedades e fungdes quimicas semelhantes, em branco os residuos
diferentes que nao apresentam nenhuma propriedade quimica semelhante. Os tragos

(-) nas sequéncias apontam os “gaps”. Fonte: Propria, elaborada no discovery studio.
5.5 Docking molecular e mecanismos de interagao

A energia livre de ligacao entre os ligantes 4NF, NF1EC, NF1EO, NF2EC e
NF2EO e a lacase predita na simulacdo de docking molecular, mostra valores de
afinidade de ligagdo com a LacTv menores que -5,0 kcal.mol'* com um AGoind de -5,9
kcal.mol! para a interagcdo com o 4NF e valores menores que -5,5 kcal.mol! para a
LacTl com um AGoind de -6,2 kcal.mol? para a interacdo com o 4NF (Tabela 5.6).
Valores de AGoind Negativos sdo considerados favoraveis a degradacdo, assim, os
resultados obtidos pelo docking sugerem que a degradagédo do 4NF e de seus
intermediarios pela LacTv e pela LacTl € espontanea. Além disso, é observado que a
afinidade entre a lacase de ambas as espécies e 0 4NF é a mais forte entre os ligantes
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estudados, apresentando o AGuina Mmais negativo de aproximadamente -6,0 kcal.mol*
e -6,2 kcal.mol* com a LacTv e LacTl, respectivamente (Tabela 5.6), o que indica que
0 4NF pode ser degradado com mais facilidade pela LacTv e pela LacTl em relacéo
aos seus intermediarios, uma vez que quanto menor a energia de ligacdo entre a
enzima e o substrato mais estavel € a interacdo e mais facil a complexacdo e

degradacdo do contaminante (Hongyan et al., 2019).

Tabela 5.6: Energia livre de ligacao (AGuing) entre a LacTv e LacTl com o 4NF e

seus intermediarios.

AGbind TEORICA (kcal.mol'%)

Ligantes Trametes villosa Trametes lactinea
ANF -5,9 6.2
NF1EC "3,5 w2l
NF1EO -5,1 >
NF2EC -5,0 -
NF2EO -5,4 A

Fonte: Propria.

O redocking do ligante p-metilbenzoato com a lacase de T. trogii para o
complexo cristalino 2HRG obtido do PDB, apresentou um RMSD de 1,2176 A (Figura
5.10 a), o que mostra que o protocolo utilizado é capaz de reproduzir a pose do ligante
no sitio ativo de ligacéo e prever os mesmos residuos de aminoacidos da proteina que
interagem com o ligante observados experimentalmente (Figura 5.10 c e d). A energia
livre de ligacdo da interacdo 4NF-2HRG (Figura 5.10 b) foi de -5,9 kcal.mol?, resultado
muito semelhante ao obtido para o docking dos nonilfendis com a LacTv e LacTlI.

Portanto, com esse resultado, valida-se o protocolo de docking utilizado neste
trabalho. Uma vez que, para validacdo por redocking é exigido valores de RMSD
menores do que 2.0 A e foi demonstrado que os resultados obtidos para o docking
com a lacase obtida por modelagem por homologia € semelhante ao resultado obtido
para o docking com uma lacase conhecida determinada experimentalmente (Hevener
et al., 2009; Karunakaran; Muniyan, 2023).
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Figura 5.10: a-) Sobreposi¢céao da pose de menor energia obtida pelo redocking

a estrutura determinada experimentalmente para a interacdo do complexo p-

metilbenzoato-lacasse de T. trogii (2HRG). b-) Interacbes observadas por meio do

docking do complexo 4NF-2HRG. c-) InteragOes observadas por meio do redocking

do complexo metilbenzoato-2HRG. d-) interagcdes observadas para o complexo

cristalino metilbenzoato-2HRG determinado experimentalmente.

Alguns trabalhos relatam o envolvimento de lacases fungicas na degradagao

do 4NF, no entanto, ndo ha registro de informagdes detalhadas sobre a via metabdlica

e produtos de degradacado formados especificamente pela atuacdo desta enzima

(Catapane et al., 2013; Catherine; Penninckx; Frédéric, 2016; Gatgzka; Jankiewicz,
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2022; Garcia-Morales et al., 2015; Junghanns et al., 2005; Mallerman et al., 2019;
Soares et al., 2005; Spina et al., 2015; Stenholm et al., 2020). Além disso, a maioria
dos trabalhos encontrados ndo avaliaram a atuag¢ao da lacase isoladamente, mas sim
a remediagdo fungica. O que envolve outras enzimas oxirredutoras, como
peroxidases, e isso dificulta o estabelecimento de um caminho de degradagao do 4NF
pela lacase, visto que a formagao dos produtos tem participacéo de outras enzimas.
Ja os trabalhos que estudaram a atividade da lacase com o 4NF, se limitaram
em avaliar a reducdo da atividade estrogénica do composto ou a taxa de eliminagéo
(Catapane et al., 2013; Mallerman et al., 2019; Spina et al., 2015) e quando foi
detectada a formacao de produtos, estes ndo foram identificados (Garcia-Morales et
al., 2015; Junghanns et al., 2005). Um estudo da degradacdo do 4NF por fungos
produtores de lacase identificou por meio de analises de LC-MS, produtos de
degradacao do 4NF. No entanto, constatou-se que sete deles estdo relacionados a
uma transformagao abidtica, sendo o acido 3,4-Diidroxibenzéico o unico dentre os
compostos identificados associado a presenca da lacase, o que sugere, para este

caso, a participagao desta enzima na fase final da degradagéo (Figura 5.11) (Mtibaa

et al., 2020).
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Figura 5.11: Produtos e via de degradacao pelo fungo Thielavia sp. proposta
por Mtibaa et al. (2020) para o isémero do 4NF com a cadeia lateral linear avaliado
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neste trabalho, em que ocorre transformacéao abidtica (setas azuis) seguida de uma
etapa biética (seta laranja), estando envolvidos o Acido 4-hidroxifenilacético (1), Acido
2-hidroxi-2-(4-hidroxifenil) acético (2), Acido 4-hidroxibenzoico (3) e acido 3,4-
Diidroxibenzodico (4). Fonte: Elaborada pelo autor em ChemSketch adapada de
Mtibaa et al. (2020).

Embora a atuagdo da lacase na degradacao do 4NF ainda nao tenha sido
resolvida, €& evidente que a degradacdo fungica desse composto se da por
encurtamento da cadeia alquilica com a conseguinte formacdo do acido 3,4-
Diidroxibenzodico, sendo este, o ultimo produto formado antes da clivagem do anel
aromatico (Mtibaa et al., 2020; Roézalska et al., 2015). A degradacao do 4NF pode
acontecer, por exemplo, por hidroxilagéo, principalmente na cadeia alquilica, no
entanto, também pode ocorrer ataque oxidativo com hidroxilacdo do anel aromatico
em isdbmeros de nonilfenol com cadeias alquilicas altamente ramificadas (Junghanns
et al., 2005). As interagdes dos aminoacidos do sitio ativo da LacTv e LaTl com o 4NF
e seus intermediarios e os possiveis locais de interagcdo na cadeia alquilica e no anel

aromatico sao apresentadas e discutidas a seguir, nos itens 5.5.1 € 5.5.2.
5.5.1 Docking LacTv-nonilfendis

Os resultados do docking molecular mostram que a LacTv interage com 4NF e
seus intermediarios por meio de ligacdes de hidrogénio, ligacdo carbono-hidrogénio,
doador-doador desfavoravel, aceptor-aceptor desfavoravel, T-anion, 1-sigma, -1 em
formato de T, tr-alquil, alquil, ligagéo de carbono e ligacdes de van Der Waals (Tabela
5.7). Os aminoécidos Ala 430, Arg 443, GIn 262, Glu 322, Gly 412, His 478, lle 321,
Leu 184, Phe 182, Phe 259, Phe 352, Pro 411, Pro 414 e Ser 447 s&o sugeridos pela
analise do docking como sendo os residuos centrais de interacdo da LacTv com o
4ANF, NF1EC, NF1EO, NF2EC e NF2EO (Figura 5.15). O complexo LacTv-4NF pode
ser visto na Figura 5.16.
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Tabela 5.7: Residuos de aminoacidos do sitio ativo que interagem com os

substratos para a formagao do complexo LacTv—4NF e intermediarios.

Compostos

. . NF2EO NF1EO NF2EC NF1EC ANF
Tipos de ligaco
Glu 322;
. - . a Arg 443; ’ Glu 322;
Ligacdes de Hidrogénio - Glu 322. Arg 443 Gln 262; Ser 447
Arg 443
Ligacdo de Hidrogénio Glu 322 Glu 322
m—doador
Ligacéo carbono- Pro 414 : Ser 447 : :
hidrogénio
Doador-do’ador i GIn 262 i i
desfavoravel
Aceptor-ac’eptor Gly 412 i i i i
desfavoravel
m—anion - - Glu 322
m-sigma Leu 184 - Ala 430 - -
m-mem formatode T Phe 285 - - - -
His 478;
m-alquil Phe 182; Phe 259 - Phe 259 Phe 259
Phe 352
Pro 414, . Pro 414, .
Alquil Pro411  Ala 430; ﬁ'%‘fl% Ala 430; F;ﬁg jg‘é’
lle 321 lle 321
Ligacdo de carbono - - - Ser 447 -
Asp 455;
Gly 449; )
Phe 357; L lle 32t Gln 257;
' Gly 431, _ Leu 320;
Asn 284, : Tyr 264, ) .
! Leu 320; , Gly 431; Tyr 264;
Pro 227; ! Phe 259; _ _
’ Val 446; i Leu 320; Arg 443;
Pro 416; ! Val 445; ] '
~ GIn 262; _ Val 446; GIn 262;
van der Waals Phe 259; k Val 446; ' k
, Tyr 264, ' Tyr 264, Val 446;
Ala 260; ' Glu 322; ' !
_ Ser 447, ' Gly 449; Val 445;
Asn 228; ' Leu 320; i
, Gln 257, ; Gln 257 lle 321,
lle 475, Z\ 449  Gly43L; Glv 431-
Asp 226 y Ala 453; Gly 40
Gln 257; y
Thr 450

Fonte: Propria.
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O Glu 322 assume papel importante na estabilidade dos complexos formados
entre a LacTv-4NF e LacTv-intermediarios por meio de ligacdes de hidrogénio entre o
oxigénio da sua cadeia lateral e a hidroxila do 4NF, NF1EC e NF1EO,; ligagao t-anion
do segundo oxigénio da cadeia lateral com o anel aromatico do 4NF (Figura 5.14);
ligacdo de hidrogénio tr-doador entre um dos hidrogénios do grupo amino e o anel
aromatico do NF1EC e NF1EO; e ainda interacdes de van der Waals com o NF2EC
(Figura 5.12 e Figura 5.13).

As interagdes da Arg 443 no mecanismo de complexagéo previsto pelo docking
da LacTv com o 4NF e seus intermediarios se dao pela formacdo de pontes de
hidrogénio com a carbonila do NF1IEC e NF2EC, com a hidroxila do NF1EO e
interacOes de Van Der Waals com o 4NF (Figura 5.12, Figura 5.13 e Figura 5.14).

A presenca de aminoacidos polares carregados negativo ou positivamente
como Arg 443 e Glu 322 contribuem para formacao de ligac6es de hidrogénio por
possuirem nitrogénio e oxigénio com pares de elétrons disponiveis. Além disso, a
arginina é considerada frequentemente como o aminoacido mais hidrofilico devido a
presenca de um grupo guanidino em sua cadeia lateral, configurando uma capacidade
para a formacado de até seis pontes de hidrogénio (Hristova; Wimley, 2011; Kadam et
al., 2018; Mehra et al., 2018).

A His 478 participa na formacgéo do complexo lacase—NF2EO por uma ligacéo
hidrofébica do tipo T-alquil (Figura 5.12 a). Também por esse mesmo tipo de ligacédo
participam os aminoacidos aromaticos Phe 182, Phe 259 e Phe 352 formando ligacdes
entre Phe 182 e NF2EO, Phe 352 e NF2EO, e Phe 259 com 4NF, NF1EC e NF1EO
(Figura 5.12, Figura 5.13 e Figura 5.14). O aminoacido Phe 259 ainda faz interacéo
de Van Der Waals com NF2EC e NF2EO e Phe 285 forma uma ligag&o do tipo Tr-11
em formato de T entre a cadeia lateral aromética e o anel aromatico do NF2EO (Figura
5.12 a e Figura 5.13 a).

As interacdes com aminoacidos polares ndo carregados como GIn 262 e Ser
447 ocorreram pela formacgao de pontes de hidrogénio entre Gln 262 e NF1EC, ligacao
desfavoravel doador-doador entre GIn 262 e NF2EC (Figura 5.13 a), e interagcfes de
van Der Waals de GIn262 com 4NF e NF1EO (Figura 5.12 e Figura 5.14). Enquanto o
aminoacido Ser 447 faz ligacéo de hidrogénio entre um hidrogénio do grupo amina e

0 oxigénio do 4NF (Figura 5.14), ligacao de carbono da cadeia lateral com a hidroxila
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do NF1EC e interacdo carbono-hidrogénio com NF2EC (Figura 5.13), bem como
interacdo de Van Der Waals com NF1EO (Figura 5.12).

As interagBes dos ligantes com amino&cidos apolares da LacTv ocorreu entre
os residuos Ala 430, Gly 414, lle 321, Leu 184, Pro 414 e Pro 411. Ligagfes do tipo
TT-sigma ocorreram entre Ala 430-NF2EC e Leu 184-NF2EO (Figura 5.12 a e Figura
5.13 a) e se dao pela interacdo do anel aromatico de ambos os ligantes e a cadeia
lateral dos aminoécidos.

LigagOes do tipo alquil na regido da calda apolar dos ligantes com a cadeia
lateral dos aminoéacidos foram formadas entre Ala 430 e os ligantes 4NF, NF1EO,
NF2EC e NF1EC; lle 221 e os ligantes NFLIEO e NF1EC; Pro 414 e os ligantes 4NF,
NF1EC, NF1EO e NF2EC e entre Pro 411 e NF2EO (Figura 5.12, Figura 5.13 e Figura
5.14). lle 321 forma ainda uma ligagcdo fraca com o 4NF e NF2EC por meio de
interacdo de Van Der Waals e Pro 414 forma uma ligacdo carbono-hidrogénio com o
carbono 3 do NF2EO (Figura 5.12 a, Figura 5.13 a e Figura 5.14).

As ligacdes alquil e r-alquil, formadas entre Phe 259, Ala 430 e Pro 414 e o
4ANF podem ter contribuicdo fundamental para o encurtamento da cadeia alquilica para
a formacao do acido 3,4-Diidroxibenzéico, identificado por Mtibaa et al. (2020) como
produto da degradacdo do 4NF por fungo produtor de lacase.

A formacao de pontes de hidrogénios com os aminoacidos Glu 322, Ser 447,
GIn 262 e Arg 443 principalmente com as hidroxilas dos grupos fendlicos sugere que
esses residuos séo cruciais no mecanismo de degradacéo dos intermediarios NF1EC,
NF1EO e NF2EC e do 4NF (Figura 5.12 a, Figura5.13 ae b e Figura 5.14). As ligacdes
de hidrogénio sdo responsaveis pelas interacdes intermoleculares de maior forca
dentre as ligacbes nao-covalentes, sendo assim, responsaveis pelas conformacgées
bioativas da macromolécula e pela manutencao da estabilidade do complexo formado
entre enzima e ligante (Xue et al.,, 2023). Além disso, as ligacbes de hidrogénio,
juntamente com outas ligacdes ndo-covalentes, entre a proteina e o ligante, sdo
essenciais para manter a molécula alvo dentro do sitio ativo (Dunn, 2010; Oliveira,
2015).

Residuos de aminoécidos com cadeia lateral aromatica como Phe 182, Phe
259, Phe 352 e Phe 285 e de cadeia lateral hidrofébica como Pro 414 contribuem para
a interacdo com o0s compostos fenolicos e estdo envolvidos em ligagcbes de
empilhamento -1, Tr-alquil, alquil, ligag&o carbono-hidrogénio e van der Wals (Tabela

5.7). Algumas dessas interacdes do tipo dipolo-dipolo assim como as ligagGes de



64

hidrogénio, possuem capacidade de modular as propriedades fisicas dos residuos no
sitio ativo da LacTv e por isso assumem papel importante na conformacéo ativa e
estabilidade na formacdo do complexo proteina-ligante (Mehra et al., 2018; Meyer;
Castellano; Diederich, 2003; Salonen; Ellermann; Diederich, 2011).

Dos aminoacidos centrais na interacdo LacTv-nonilfendis, ocorreram
interacOes hidrofébicas através de forcas de Van Der Waals entre Glu 322-NF2EC,
GIn 262-4NF, GIn 262-NF1EO, Arg 443-4NF, lle 321-4NF, lle 321-NF2EC, Phe 259-
NF2EC e Phe 259-NF2EO (Figura 5.12, Figura 5.13 e Figura 5.14). A contribuigéo
desse tipo de interacao € fundamental para a complexacao do ligante a enzima, uma
vez que atividade biologica esta relacionada com a afinidade receptor-ligante e a
composi¢cdo de sitios ativos de enzimas € em sua maioria formada de grupos
hidrofébicos, a ocorréncia dessas interacdes assume, portanto, um papel relevante
para a atividade da lacase na catélise da oxidacao do substrato e reducao do oxigénio
molecular por maximizar os contatos com residuos especificos do receptor enzimatico
e influenciar determinados modos conformacionais da enzima para que ocorra o

encaixe da molécula alvo no sitio ativo (Dunn, 2010; Guimaraes, 2012).
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Figura 5.12: Representacao 2D das interacdes dos residuos de aminoécidos do sitio
oxidativo da LacTv com os compostos NF2EO (a) e NF1EO (b), ocorrentes quando a
degradacédo do nonilfenol etoxilado acontece em condi¢cdes aerObia e anaerdbia.

Fonte: Propria, elaborada no discovery studio.
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Figura 5.13: Representacao 2D das interagdes dos residuos de aminoacidos do sitio
oxidativo da LacTv com os compostos NF2EC (a) e NF1EC (b), ocorrentes somente
quando a degradacédo do nonilfenol etoxilado acontece em condi¢cdo aerobia. Fonte:

Prépria, elaborada no discovery studio.
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Figura 5.14: Representacdo 2D das interacdes dos residuos de aminoacidos

do sitio oxidativo da LacTv com o 4-NF. Fonte: Prépria, elaborada no discovery studio.
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Figura 5.15: Representacéo 3D dos residuos centrais de aminoacidos do sitio

ativo da LacTv que interagem com os nonilfendis. O pontilhado verde indica ligagdes
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de hidrogénio (A, C, D e E); o pontilhado cinza representa ligagao carbono-hidrogénio
(A, B e C), etambém ligagao tr-doador (C e D); os pontilhados rosa claro representam
as ligagoes alquil e r-alquil (A, B, C, D e E) e o pontilhado rosa mais escuro € para
uma ligagao -1 T-shaped com o anel aromatico (B); os pontilhados lilas representam
ligacbes 1r-sigma (A e B); o pontilhado vermelho destaca ligacao doador-doador nao
favoravel (A) e ligacao aceptor-aceptor nao favoravel (B) e em marrom uma ligagéao

m-anion (E). Fonte: Prépria, elaborada no discovery studio.

Figura 5.16: Complexo LacTV—4NF. a-) imagem total do complexo. b-)
ampliagao na regiao de ligagao no sitio ativo. Fonte: Propria, elaborada no discovery

studio.
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A interagdo da LacTl com os nonilfendis se deu por meio de ligagdes de

hidrogénio, liga¢cdes de hidrogénio TT—doador, ligacdo doador-doador desfavoravel,

aceptor—aceptor desfavoravel, T—1r em formato de T, Tr—alquil, alquil e interacdes de
van Der Waals (Tabela 5.8). Sendo os residuos Ala 101, His 132, Phe 102, Leu 133,
Pro 367, Leu 478, Thr 424, GIn 461, Phe 90, His 423, His 92 e Phe 90 os aminoacidos

centrais na formacéao dos complexos (Figura 5.20). O complexo LacTI-4NF pode ser

visto na Figura 5.21.

Tabela 5.8: Residuos de aminoacidos do sitio ativo que interagem com os

substratos para a formacao do complexo LacTI-4NF e intermediarios.

Compostos
Tipos de ligagGe

NF2EO NF1EO NF2EC NF1EC ANF
. - . . Thr 424; .
Ligacdes de Hidrogénio Thr 424 - Thr 424 Gin 461 His 132
LigagGes de hidrogénio .o /o5 His423  His423  His 423
m-doador
Doador-doador : Thr 424 Ala 101
desfavoravel
Aceptor-acgptor Thr 424
desfavoravel
m-mem formatode T Phe 90 Phe 90 Phe492% e Phe 90 -
His 92; o Leu 478;
mr-alquil His 423:  His 92 Sg?&g’ sve  HiS92  Pro367;
Phe 90 ’ Phe 102
Pro 367;
Alquil - - - - Ala 101;
Leu 133
Asp 122, Phe 460; Asp 122, Asp 122;
Gly 422; GIn 461; Gly 422; Asn 464; Glu 479:
Met 332; Phe 443; Asn 463; Gly 422; val 100_’
van der Waals Phe 443; Phe 425; Met 332; Asn 463; Phe 469"
Val 246; Asn 463; Phe 443; Phe 443; Phe 365:
GIn 461; Gly 422; Val 246; Phe 425; Ser 134’
Asn 464, Asn 464; GIn 461; Ala 426;
Asn 463 Asp 122 Asn 464 Phe 460

Fonte: Prépria.
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Semelhante a interacdo observada para o complexo LacTv-4NF discutida
anteriormente, os aminoacidos Ala, Glu, Leu, Phe, Pro, Ser e Val se apresentaram
coincidentes na formacdo do complexo lacase-4NF para as duas espécies,
contribuindo para a estabilidade do complexo LacTl-4NF por meio de interacbes
doador-doador desfavoravel, ligagdes r-alquil, alquil e interacdes de van der Waals e
evidenciando que o sitio ativo é conservado nas duas lacases (Figura 5.12 e Figura
5.19).

Assim como visto anteriormente na interacdo do 4NF com a LacTy,
aminoacidos do sitio ativo da LacTl também interagem com a cadeia alquilica do 4NF
por meio de interagdes hidrofébicas do tipo alquil e 1-alquil. Os resultados mostram
que ha interacdes alquil entre os aminoacidos Phe 102, Leu 133 e Pro 367 com a
cadeia alquilica e interacdes Tr-alquil entre o anel aromético e os residuos Pro 367 e
Leu 478, o que sugere participacdo desses trés primeiros na a oxidacao da cadeia
alquilica do 4NF e dos residuos Pro 367 e Leu 478 para degradacdo do composto final
acido 3,4-Diidroxibenzdico por ataque oxidativo ao anel aromético (Junghanns et al.,
2005; Mtibaa et al., 2020).

A presenca de aminoacidos de natureza hidrofilica ndo carregados, carregados
e neutros como GIn, His e Thr, respectivamente, no sitio ativo da LacTl assim como a
presenca de aminoacidos de mesma natureza no sitio ativo da LacTv, contribui para
a formagao de pontes de hidrogénio e ocorréncia de ligagdo de hidrogénio 1r-doador.
Tendo estes, portanto, importante participacdo na interacdo da lacase com o0s
intermediarios do 4NF, em que os residuos Thr 424 e His 423 formam ligacdo de
hidrogénio convencional e ligagdo de hidrogénio 1m-doador com o NF2EO e com o
NF1EO (Figura 5.17), sendo também observada na interagdo com a LacTl a presenca
de ligacé@o de hidrogénio entre os residuos His 132, Thr 424 e GIn 461 e os ligantes
NF2EC, NF1EC e 4NF (Figura 5.18 e Figura 5.19) e ligacdo de hidrogénio tr-doador
entre His 423 e os intermediarios NF2EC e NF1EC (Figura 5.18). Além disso, a
presenca de residuos de His também contribui para a estabilidade dos complexos por
meio de interacbes -1 em formato de T com o NF2EC e m—alquil com NF2EO,
NF2EC, NF1EO e NF1EC (Figura 5.17 e Figura 5.18).
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a-) NF2EO ASN GLN
) ASN A:d64 A:461
Adb3 HIS
A:423
M%ﬁm/xf“/\fj\
~ \Q,/\M
.‘i l: O"
PHE -
HI5 : . *
: A90 - PHE VAL
A:92 GLY g - A:246
ASP A:422 Ad24 AAE '
A:122
MET
A:332
InteracBes
:| van der Waals |:| Ligacéo de hidrogénio m—doador
[ Ligagdo de hidrogénio [ ] mmemformatode T
- Aceptor-aceptor desfavoravel |:] Alquil
- ASP
b-) NF1EO AT37
ﬁ\/x“\/\x/x AT
j A:464
GLN
spfa01 N
A:90 w gh
A:460 HIS
Ad23 HIS
A:92
FHE
Ad25
InteracGes
D van der Waals :I -1 em formato de T
- Doador-doador desfavoravel |:| m—alquil
[:l Ligacé&o de hidrogénio r—doador
Figura 5.17: Representagao 2D das interagcées dos residuos de aminoacidos

do sitio oxidativo da LacTl com os compostos NF2EO (a) e NF1EO (b), ocorrentes
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quando a degradagao do nonilfenol etoxilado acontece em condi¢gdes aerdbia e

anaerdbia. Fonte: Prépria, elaborada no discovery studio.
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. .
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I P
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:| van der Waals |:| -1 em formato de T
[ Ligacso de hidrogénio [ ] malquil

[_: Ligagao de hidrogénio m—doador
Figura 5.18: Representagao 2D das interagées dos residuos de aminoacidos

do sitio oxidativo da LacTl com os compostos NF2EC (a) e NF1EC, ocorrentes
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somente quando a degradagao do nonilfenol etoxilado acontece em condigao aerdbia.

Fonte: Propria, elaborada no discovery studio.

GLU
4NF A:479

A:102

InteracOes

D van der Waals
- Ligacao de hidrogénio
- Doador-doador desfavoravel

LEU
A:133

Alquil
[:] m—alquil

Figura 5.19: Representacao 2D das interagcdes dos residuos de aminoacidos

do sitio oxidativo da LacTl com o 4-NF. Fonte: Prépria, elaborada no discovery studio.
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HIS;

~ )\\ o)
/ N !
. PHE90

e-) 4NF

PHE102

Figura 5.20: Representac&o 3D dos residuos centrais de aminoacidos do sitio
ativo da LacTI que interagem com os nonilfendis. O pontilhado verde escuro indica
ligacoes de hidrogénio (A, B, C e E) e verde claro destaca ligacoées de hidrogénio 11—
doador (A, B, C e D); em vermelho as interagdes desfavoraveis doador—doador (D e
E) e interacdo desfavoravel aceptor-aceptor (B); em rosa escuro as interagdes 1T—T
em formato de T (A, B, C e D) e em rosa claro as interagdes m-alquil (A, B, C, D e E)

e alquil (E). Fonte: Propria, elaborada no discovery studio.
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Figura 5.21: Complexo LacTI-4NF. a-) imagem total do complexo. b-) ampliagéao

na regido de ligacdo no sitio ativo. Fonte: Prépria, elaborada no discovery studio.
5.5.3 Correlagao docking e descritores tedricos

A andlise dos dados do parametro termodinamico de entalpia (AHf°) e dos
descritores de reatividade calculados a partir das energias dos orbitais de fronteira
HOMO e LUMO (Figura 5.22) sugere que ha uma correlagdo negativa forte entre o
AGbind do complexo LacTv e os parametros AHf (r = -0,7099) e GAP (r = -0,6719);
correlagdo moderada negativa para AGpinda— | (r = -0,5271), AGbind — X (r = -0,4788),
AGpind— W (r =-0,4413) e AGbind— A (r = -0,3863); e moderada positiva para AGbind —
Enomo (r = 0,5271), AGbind— M (r = 0,4788), AGpind — N (r = 0,4337) e AGbind— ELumo (r =
0,3863).

Para as correlagcbes do AGouina do complexo LacTl com os parametros
analisados, houve forte correlagdo negativa com o GAP (r = -0,7198), entre AGbind— |
(r=-0,6373) e AGbina— X (r = -0,6071); forte correlagdo positiva entre AGbind — ELumo (r
= 0,6373) e AGpbind— M (r = 0,6071); correlagdo moderada negativa entre AGpind— W (r
=-0,5806), AGbind—A (r = -0,5463) e AGbind— AHf (r =-0,4800); e correlagdo moderada
positiva entre AGvind - N (r = 0,5880) e AGbind— ELumo (r = 0,5463).

Esse resultado sugere que a energia do GAP influencia fortemente a afinidade
do 4NF pela lacase das duas espécies indicando que quanto maior o GAP menor sera
a energia de ligagdo, ou seja, maior a estabilidade do complexo, isso acontece por
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que a quantidade de energia disponivel para realizagdo de trabalho cinético também
sera menor (Hongyan et al., 2019; Wang; Lai; Wang, 2002). Essa correlagao pode se
da principalmente porque as energias desses orbitais estdo relacionadas com a forga
de atracdo do par de elétrons que pode ser doado (alta energia do HOMO) e com a
capacidade de receber elétrons (baixa energia de LUMO) (Marinho; Castro; Marinho,
2016; Oliveira, 2015).

As diferentes interagfes dos nonilfendis com a LacTv e LacTl discutidas
anteriormente indicam que a complexacdo lacase-nonilfendis é espontanea, 0s
resultados das correlacdes indicam que essa afinidade pode ser explicada
principalmente pelos descritores tedrico de dureza refletido pelo alto valor de GAP,
bem como pelo potencial de ionizacdo e pela eletronegatividade que
experimentalmente podem ser modificados por alteracdes do pH do meio a fim de
diminuir mais ainda o AGeind para aumentar a estabilidade do complexo, uma vez que,
demonstram forte correlagdo negativa com o AGyoind LacTl e sdo também as duas
maiores correlagdes dentre os parametros que apresentaram correlacdo moderada
negativa com o AGeind da LacTv, demostrando que quanto maior a eletronegatividade
e 0 potencial quimico, menor sera a energia livre de ligacéo.

Os resultados mostrados pelo docking, s&o indicios para que
experimentalmente a interacdo da lacase com os nonilfendis apresente valores de Km,
Vmax e da taxa de deplecdo de oxigénio favoraveis a catalise da degradacgéo desses
compostos como demonstrados experimentalmente para outros desreguladores
endacrinos fendlicos (Daéssi et al., 2016; Hongyan et al., 2019; Kimura et al., 2016;
Nicolucci et al., 2011).
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Figura 5.22: Coeficiente de

correlagdo de Pearson (r de Pearson) entre a
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energia livre de complexacéo (AGbind) do 4Nf e intermediarios com a lacase de T.
villosa e T. lactinea e o parametro termodinamico de entalpia (AHf°) (a) e entre 0 AGbind
e os descritores tedricos de reatividade Exomo (b), ELumo (c), Ecap (d), potencial de
ionizagao (e), afinidade eletrénica (f), eletronegatividade (g), potencial quimico (h),

eletrofilicidade (i) e nucleofilicidade (j). Fonte: Propria.
5.6 Dinamica molecular

A temperatura média do sistema no equilibrio foi de 299,952 e 299,954 K
(aproximadamente 26.8 °C para ambos os sistemas) durante a simulagdo da interagao
do complexo LacTv-4NF e LacTI-4NF, respectivamente (Figura 5.23 a e Figura 5.24
a). A pressdo média do sistema no equilibrio se manteve préxima a 1,2 bar nos dois
sistemas (Figura 5.23 b e Figura 5.24 b). A densidade média foi de 1052,250 e
1052,090 (kg/m?) para os sistemas LacTv-4NF e LacTI-4NF, respectivamente (Figura
5.23 c e Figura 5.24 c).
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Figura 5.23: Graficos da simulacado para o complexo LacTv-4NF. a-) Variagao

da temperatura do sistema durante a simulagao. b-) Variagdo da pressao do sistema
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durante a simulagao. c-) Variagao da densidade do sistema durante a simulacdo. d-)

Raio de giro da LacTv em torno do proprio eixo e dos eixos X, Y e Z. Fonte: Propria.
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Figura 5.24: Graficos da simulagao para o complexo LacTI-4NF. a-) Variagao da
temperatura do sistema durante a simulagdo. b-) Variagdo da pressao do sistema
durante a simulagao. c-) Variagao da densidade do sistema durante a simulagdo. d-)

Raio de giro da LacTl em torno do préprio eixo e dos eixos X, Y e Z. Fonte: Prépria.

A andlise do Rg (raio de giro) foi realizada a fim de observar o nivel de
estabilidade e compactacao da proteina complexada durante o tempo de simulacio.
Os valores de Rg tanto para a LacTv quanto para a LacTl em torno do seu préprio eixo
manteve uma constancia proxima a 2,2 nm, o que evidencia que as duas enzimas se
mantiveram bastante estaveis estruturalmente, sem muita variacdo durante a
dindmica, uma vez que, quanto menor o desvio da posigao inicial provocado pelas
interacdes estabelecidas para o complexo receptor-ligante mais forte a evidéncia de
estabilidade da proteina e de que ndo ha uma tendéncia de desnaturagdo da mesma
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na presencga do contaminante (Figura 5.23 d e Figura 5.24 d) (Arooj et al., 2020; Xue
et al., 2023).

Os picos de RMSD dos complexos foram inferiores a 0,1581 nm para LacTV-
ANF com RMSD médio de 0,13 nm e inferiores a 0,1679 nm para LacTl-4NF com
RMSD médio de 0,15 nm (Figura 5.25 a), demonstrando que a complexacédo da lacase
com o 4NF nédo afeta sua estabilidade, visto que, valores baixos de RMSD indicam
poucas mudancas estruturais da proteina durante a dindmica em relacao a posi¢cédo
inicial (Karunakaran; Muniyan, 2023).

O RMSF é semelhante ao RMSD, no entanto, calcula o desvio para cada
residuo durante a simulacao e analisa a diferenca na flexibilidade dos residuos em
relagéo a posic¢ao inicial da dindmica (Kumar et al., 2014). A maior flutuagéo para os
residuos de aminoacidos foi de 0,2131, 0,2119 e 0,2070 nm para os residuos Asn 288,
Asp 517 e GIn 384 na LacTl e de 0,1954, 0,1943 e 0,1888 nm para os residuos Arg
156, Hsd 397 e Val 288 na LacTv (Figura 5.25 b). Esse resultado indica uma baixa
flutuacdo e é mais uma evidéncia de que o sistema esta em equilibrio e de que a
complexagcdo da lacase ao 4NF e a flexibilidade dos residuos ndo prejudica a
estabilidade dos complexos, sugerindo, portanto, que nao houve mudangas
estruturais significativas que pudessem afetar a interagcdo do complexo durante a

simulac&o (Sharma; Panwar; Sharma, 2020).
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Figura 5.25: RMSD dos complexos LacTv-4NF e LacTl-4NF (a) e Raiz
quadrada da flutuagao quadratica média (RMSF) da posigao atdmica por residuo de

aminoacido (b). Fonte: Prépria.



82

A contribui¢ao das energias de interagao de van der Waals/hidrofébica (LJ-SR)
para a estabilidade do complexo lacase-4NF foi maior do que a contribuicdo por
energias eletrostaticas de interagcdo (Coul-SR) como ligagbes de hidrogénio, com
energias de LJ-SR de -100,7920 e -104,1550 KJ.mol* e Coul-SR de -80,2382 e -
34,0181 KJ.mol, somando uma energia de interacéo total de -181,0302 e -138,1731
KJ.mol! para os complexos LacTv-4NF e LacTIl-4NF, respectivamente (Tabela 5.9 e
Tabela 5.10 e Figura 5.26 a e b). A maior contribuicdo apresentada por interacdes
hidrofébicas pode ser explicada pelo aumento da hidrofobicidade dos produtos do
nonilfenol etoxilado a medida que este € degradado (He et al., 2020; Ichale; Kanhed;
Vora, 2023; Scott; Jones, 2000).

Tabela 5.9: Energias de interagdo do complexo LacTv-4NF.

Energia Média (KJ.mol?) Err. Est. (KJ.mol?)
Coul-SR:LacTv-
ANE -80,2382 0,79
LJ-SR:LacTv-4NF -100,7920 2,5
Total -181,0302

Fonte: Proépria.

Tabela 5.10: Energias de interagcdo do complexo LacTI-4NF.

Energia Média (KJ.mol?) Err. Est. (KJ.mol?)
Coul-SR:LacTI-
ANE -34,0181 1,6
LJ-SR:LacTI-4NF -104,1550 3,3
Total -138,1731

Fonte: Prépria.

Como mostra a Figura 5.26 c e d, o numero de ligagdes de hidrogénio entre a
lacase durante a dinamica variade 1 a 5 paraalLacTv e de 0 a 3 para a LacTl noinicio
da simulagdo até atingir uma constancia de 0 a 2 ligagbes de hidrogénio apos
decorridos 10 ps. Apesar de a contribuicdo das interagdes eletrostaticas, como as
ligacbes de hidrogénio, ter sido menor do que a contribuicdo de interagdes
hidrofébicas para a estabilidade dos complexos como mostra o calculo das energias
de interacdo (Figura 5.26 a e b), a possibilidade de ocorréncia de ligagbes de
hidrogénio é fundamental para que a atividade catalitica da lacase acontega, visto que
as ligagoes de hidrogénio tendem a ser lineares, tendo, portanto, forte capacidade de

minimizar a repulsdo entre as cargas parciais negativas dos atomos eletronegativos
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participantes, além de serem fundamentais para manter a estabilidade estrutural da

proteina (BARREIRO et al., 2015; Guimaraes, 2012).
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Figura 5.26: Energias eletrostaticas de interagdo (Coul-SR) e energias de

interacdo van der Waals/hidrofébica (LJ-SR) entre a LacTv e 4NF (a) e a LacTl e

4NF (b); numero de ligagdes de hidrogénio durante a simulagao entre a LacTv e 4NF
(c) e a LacTl e 4NF(d). Fonte: Prépria.

A area de superficie acessivel ao solvente (SASA, do inglés Solvent Accessible

Surface Area) calcula a area da proteina que interage com as moléculas do solvente

e 0 aumento consideravel desse valor durante a dinamica representa alteragbes na

proteina, como a desnaturagdo ou mudangas conformacionais induzidas por alguma

interagdo ou por aumento da temperatura (Mazola et al.,

2015; Xue et al., 2023). Os

resultados obtidos para a SASA da LacTv e LacTl apresentaram semelhanca, com
médias de 189,356 + 2.578 e 188,008 + 2,303 nm?, respectivamente. A variagdo foi
pequena, com SASA significativamente estavel, entre 176,282 nm? da posigao inicial

a uma area maxima de 195,037 nm? durante a dindmica da LacTv e entre 177,353 e
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193,883 nm? durante a dindmica da LacTIl, com coeficientes de variacdo de 1,36 e
1,22%, respectivamente (Figura 5.27). O que sugere que nao ocorre mudangas
estruturais significativas na proteina, sendo, portanto, a lacase dessas duas espécies
candidatos potenciais para a catalise da degradacdo do 4NF em termos de
biorremediacao (Bhatt et al., 2021).

LacTv
210 LacTl
200
170
160 T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Tempo (ps)

Figura 5.27: Area de superficie acessivel ao solvente (SASA) para a LacTv e

LacTl durante o tempo de simulagdo da dinamica.

Embora os resultados observados nas simulacbes de docking tenham
demostrado boa afinidade entre a lacase e 0s nonilfendis com valores de AGuoind
negativos, € necessario que o ligante se mantenha acoplado a enzima por tempo
suficiente para que a degradac&o ocorra, por isso € importante analisar a interacédo do
complexo formado ao longo da trajetéria da dindmica molecular. Entdo, foram
extraidos frames das conformacdes e das interacdes dos complexos LacTv-4NF e
LacTI-4NF nos tempos 0, 200, 400, 600 800 e 1000 ps (Figura 5.28, Figura 5.29,
Figura 5.30 e Figura 5.31) e constatou-se que as interacdes sdo estaveis para os dois

complexos variando principalmente na quantidade de interacbes hidrofébicas
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envolvendo os residuos Phe 259, lle 321, Pro 414 e Ala 430 na interagao com a LacTv
e os residuos Leu 478, Pro 367, Leu 133, Leu 79, Phe 365 e Phe 469 na interagao
com a LacTl.

Figura 5.28: Frames da mudanga conformacional do cmplexo LacTv-4NF durante a

trajetoria da dindmica para os tempos 0 ps (a), 200 ps (b), 400 ps (c), 600 ps (d), 800
ps (e) e 1000 ps (f). Fonte: Propria, elaborada no discovery studio.
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Figura 5.29: Interagbes do complexo LacTv-4NF durante a trajetéria da

dindmica para os tempos 0 ps (a), 200 ps (b), 400 ps (c), 600 ps (d), 800 ps (e) e 1000
ps (f). Fonte: Propria, elaborada no discovery studio.



durante a trajetéria da dinamica para os tempos 0 ps (a), 200 ps (b), 400 ps (c), 600

ps (d), 800 ps (e) e 1000 ps (f). Fonte: Prépria, elaborada no discovery studio.
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A combinacdo das técnicas de docking e de dinamica molecular tem sido
considerada uma ferramenta poderosa para obtengdo de informagdes sobre a
interagdo entre pequenas moléculas (ligantes) e proteinas alvo (Abdjan et al., 2023).
Os resultados obtidos dessa combinagao, para a energia livre de ligagdo (AGboind) dos
complexos LacTv-4NF e LacTIl-4NF durante a dinamica molecular, calculados por
meio do pacote MMPBSA, mostraram que a afinidade da lacase pelo o 4NF aumenta
quando a reagao ocorre em um sistema solvatado (Figura 5.32), o que resultou valores
médios de AGuind de -26,45 e -17,73 kcal.mol' para LacTv-4NF e LacTIl-4NF,

respectivamente (Tabela 5.11).

Tabela 5.11: Decomposigdo de energias e energia livre de ligacado geral do
estado final para os complexos LacTIl-4NF e LacTv-4NF de simulagdes MD
equilibradas e estaveis calculadas por MM/PBSA (todos os valores sao relatados em
kcal.mol""). SD(Prop) - SD obtido com a propagagdo da férmula da incerteza; SD -
desvio padrao da amostra; SEM(Prop.) - SEM obtido com a propagacéo da formula

da incerteza; SEM - erro padrao amostral da média.

COMPONENTE -
DE ENERGIA MEDIA SD(PROP.) SD SEM(PROP.) SEM
Complexo LacTl LacTv  LacTl LacTv LacTl LacTv LacTl LacTv LacTl LacTv
Lacase-4NF
ABOND 0 0 1,86 1,46 0 0 0,18 0,14 0 0
AANGLE 0 0 1,84 1,97 0 0 0,18 0,2 0 0
ADIHED 0 0 1,38 1,91 0 0 0,14 0,19 0 0
AUB 0 0 0,69 0,6 0 0 0,07 0,06 0 0
AIMP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ACMAP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AVDWAALS  -27,67 -26,79 0,28 1,12 259 259 003 0,11 026 0,26
AEEL -4,89 -20,12 1,31 11 1,82 209 013 0,11 0,18 0,21
A1-4 VDW 0 0 1,21 1,23 0 0 0,12 0,12 0 0
A1-4 EEL 0 0 1,74 1,49 0 0 0,17 0,15 0 0
AEGB 19,01 24,75 0,01 0,33 1,42 1,46 0 0,03 0,14 0,15
AESURF -4,18 -4,29 0,02 0,08 0,3 0,26 0 0,01 0,03 0,03
AGGAS -32,56 -46,91 1,51 1,68 2,66 2,5 0,15 0,17 0,26 0,25

AGSOLV 14,83 20,46 0,02 0,34 1,25 1,4 0 0,03 0,12 0,14
ATOTAL -17,73 -26,45 1,51 1,71 243 224 015 0,17 0,24 0,22

Fonte: Prépria.
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Portanto, uma vez que, a precisdo dos métodos para os calculos de energia
livre de ligagao utilizados neste trabalho esta de acordo com resultados obtidos
experimentalmente e comprovados por varias pesquisas (De Vivo et al., 2016; Hou et
al., 2011; Wang et al., 2018), os resultados observados das analises das predi¢des do
docking e da dinamica molecular, trazem fortes evidéncias, com base na boa afinidade
de ligacdo apresentada, de que a lacase proveniente das espécies T. villosa e T.
lactinea tem forte potencial para degradar o 4NF, como demonstrado
experimentalmente para a lacase da espécie T. versicolor na degradagao de outros
desreguladores fendlicos como o bisfenol A (Enyoh et al., 2022; Hongyan et al., 2019;
Joshi et al., 2023).

Figura 5.32: Complexos LacTv-4NF (a) e LacTl-4NF (b) solvatados e

neutralizados. Fonte: Prépria, elaborada no PyMOL.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel obter a partir dos métodos classico (MMFF94s) e semiempirico
(PM7), as estruturas tridimensionais dos nonilfendis em uma conformagao de minimo
global de energia. O que permitiu a obtencdo de dados como descritores de
reatividade global e de parametros termodinamicos, importantes para a compreensao
do comportamento dos compostos analisados. Esses dados indicaram baixa
reatividade das moléculas na natureza, o que reflete a dificil degradagao desses
compostos.

Com a aplicacdo do docking e a correlacdo observada entre 0 AGbind dos
complexos e os descritores tedricos para cada composto, foi possivel observar que
algumas propriedades quimicas como dureza, potencial de ionizacdo e
eletronegatividade, sdo parametros importantes para a interacao lacase-nonilfendis e
para a espontaneidade da complexacao. Foi possivel ainda, inferir que a lacase das
duas espeécies avaliadas mantém seu sitio ativo conservado, com a presenca
coincidente dos residuos Ala, Glu, Leu, Phe, Pro, Ser e Val na interacdo com o 4NF,
contribuindo para a estabilidade dos complexos principalmente por meio de interacdes
hidrofébicas e pontes de hidrogénios, sendo entéo a presenca destes residuos no sitio
ativo, cruciais para uma boa eficiéncia de degradacéo.

A partir das poses iniciais dos complexos gerados pelo docking, a estabilidade
espontanea destes foi demonstrada com sucesso pelos excelentes resultados obtidos
por dindmica molecular, e os célculos das médias da energia livre de ligacdo durante
a trajetdria da dinamica indicam que o 4NF se liga fortemente com a LacTv e LacTl,
com AGpind de -26.45 e -17.73 kcal.mol !, respectivamente.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam, portanto, que ha um alto
potencial da lacase extraida de T. villosa e T. lactinea apresentar uma boa taxa de
degradacdo in vitro do 4NF e de seus intermediarios, além disso, as correlacdes
observadas entre a afinidade de ligagdo e o0s descritores tedricos fornecem
informagdes para otimizagcdo do meio para degradacao em biorreatores, a fim de
aumentar a eficiéncia da degradacdo e obter bons resultados in vitro. Assim, 0s
resultados obtidos lancam novas perspectivas no estudo e aplicacdo de lacases na
degradacdo de contaminantes ambientais e para a continuacdo deste trabalho
recomenda-se a realizacédo de estudos experimentais para validagéo dos resultados

tedricos obtidos por simulagcdo molecular.
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