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RESUMO

Os impactos advindos da urbanizagdo e industrializacdo desenfreada no ecossistema e na salide humana tém
despertado interesse e preocupacdo mundial principalmente no que diz respeito a distribuicdo e destino final de
poluentes emergentes presentes em aguas residuérias da maioria das fabricas. Entre os poluentes emergentes de
destaque, o 4-nonilfenol que é um derivado da degradacéo do nonilfenol etoxilado € conhecido por sua dificil
degradacéo e por atuar como desregulador enddcrino, causando efeitos adversos tanto para organismos aquéticos
quanto terrestres. Fungos de podriddo branca produzem lacases cujo sitio ativo possui alta afinidade por
compostos fendlicos, podendo entdo ser a utilizacdo dessas enzimas uma alternativa eficiente na degradacéo do
4-nonilfenol. Apesar de alguns estudos relacionarem a remediagdo fingica do 4-NF com a presenca de lacase,
0s estudos restringem-se a descri¢do do complexo modelado sem um aprofundamento na relagdo estrutura-
atividade. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho é avaliar a interacdo entre a lacase de Pycnoporus cinnabarinus
e 0 4-NF de forma a compreender os mecanismos moleculares de degradagdo envolvidos nesta interagdo
utilizando técnicas de modelagem molecular. Para isso, a estrutura tridimensional do 4-nonilfenol foi otimizada
por métodos classicos e semiempiricos utilizando o Avogadro e o MOPAC e entdo foram aplicados os comandos
para os calculos dos descritores teéricos e parametros termodinamico. Em seguida, utilizando o 4-nonilfenol
otimizado e a estrutura cristalografica da lacase de Pycnoporus cinnabarinus foi aplicada a técnica de docking
para avaliacdo da interagdo receptor-ligante. O GAP de 9,07 eV reflete uma alta dureza do 4-nonilfenol e
confirma a dificil degradacéo e recalcitrancia na natureza. Os resultados do docking sugerem que a interacéo do
4-nonilfenol por lacase é espontanea com AG de -6,3, sendo a presenca dos aminoacidos ALA 80, HIS 111,
LEU 457, PRO 346, PHE 81, LEU 112, ASP 458, PRO 79, PHE 448, SER 113, PHE 344 e VAL 82 no sitio
ativo crucial para a estabilidade do complexo. Esses resultados demonstram um potencial de utilizagdo da lacase
em processos de degradacao do 4-nonilfenol, uma vez que a interacéo espontanea é favoravel a degradacao.

PALAVRAS-CHAVE: Docking molecular, Biorremediacdo, Poluentes emergentes, Bioinformatica,
Desreguladores endocrinos.

INTRODUCAO

A urbanizacdo e a industrializacdo desenfreada tém se tornado uma preocupac¢do mundial na relacdo com a
poluicdo ecoldgica e o bem estar da populagdo, uma vez que, ha uma dificuldade para a maioria das fabricas nas
etapas de tratamento de suas aguas residuarias. A grande quantidade de &guas residudrias descartada pela
industria em corpos d’agua leva consigo uma variedade de produtos quimicos utilizados nos seus processos de
fabricacdo que acarreta, além de problemas ambientais, problemas socias relacionados a gestdo de 4gua, como
energia, seguranca alimentar, indices de pobreza, alagamentos e problemas de salinidade relacionados a
irrigacdo (VALIPOUR, 2015).

E inegavel que o uso de produtos quimicos nos Gltimos anos contribuiu para o desenvolvimento econdmico e
social em todo o mundo, no entanto, cerca de 50% dos produtos quimicos sintéticos presentes no cotidiano sdo
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classificados como prejudiciais ao ambiente e 70% apresentam impacto significativo (GAVRILESCU et al.,
2015). Dentre esses produtos estdo os recentemente conhecidos como poluentes emergentes, classificados pela
Agencia de Protecdo Ambiental (EPA) como produtos quimicos sem regulamentacédo e de impacto ambiental e
efeitos na salde publica ainda pouco compreendidos ((US EPA, 2022)).

O nonilfenol etoxilado é um surfactante ndo idnico classificado como poluente emergente, geralmente é
utilizado em formulacGes de detergentes, o que corresponde a cerca de 80% de sua demanda (ARAUJO;
BAUERFELDT; CID, 2018). O 4-nonilfenol (4-NF), principal produto da degradac¢do do nonilfenol etoxilado
tem ocorréncia frequente em lodos de esgoto e aterros sanitarios, é caracterizado como poluente de dificil
degradacdo e atua como desregulador endécrino, apresentando alta toxicidade e efeitos adversos a vida aquatica
e terrestre por ser capaz de interagir com receptores de estrogénio (CHENG et al., 2017; QIU et al., 2016).

Os fungos de podridao branca produzem enzimas lignoliticas, como as lacases (LAC), enzimas pertencentes a
familia das oxidorredutases que possuem alta afinidade por compostos fendlicos e apesar de alguns estudos
relacionarem a remediacdo fangica do 4-NF com a presenca de lacase, 0s estudos restringem-se a descricdo do
complexo modelado sem um aprofundamento na relacdo estrutura-atividade (STENHOLM et al., 2020).

OBJETIVO

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho € avaliar a interacdo entre a lacase de Pycnoporus cinnabarinus e
0 4-NF de forma a compreender os mecanismos moleculares de degradacdo envolvidos nesta interacdo
utilizando técnicas de modelagem molecular para determinar pardmetros quantitativos e qualitativos (energia
livre de ligagdo e descritores de reatividade) relacionados a afinidade entre enzima e ligante.

MATERIAIS E METODOS

1. Obtengao da estrutura tridimensional do 4-NF e da enzima LAC

A estrutura tridimensional do 4-NF foi desenhada utilizando o software Avogadro versdo 1.2.0, foram testados
0s métodos cléssicos de GAFF, GHEMICAL, MMFF94, MMFF94s e UFF e em seguida as estruturas obtidas
foram otimizadas pelos métodos semiempiricos AM1, MNDO, MNDO-d, PM3, PM6, PM7 e RM1 a partir do
MOPAC2016. Apds esta etapa, as sete estruturas obtidas foram sobrepostas a estrutura tridimensional de cédigo
1752 depositada no PubChem para obteng&o do melhor RMSD (menor valor abaixo de 3A) (NOVIC et al.,
2016). O cristal da LAC de cadigo 2xyz foi obtido do banco de dados Protein Data Bank.

2. Obtengao dos parametros termodinamicos e descritores de reatividade

Os calculos dos pardmetros termodindmicos foram realizados a partir do método quéntico que se mostrou mais
adequado e utilizando o Avogadro e 0 MOPAC2016 foram gerados os arquivos mop para o 4-NF. Para
MOPAC2016 realizar os calculos dos parametros termodindmicos e descritores de reatividade foram aplicados
0s comandos EPS=80 e SUPER para simular a constante dielétrica da 4&gua a 25°C.

3. Preparacao dos complexos LAC-4-NF e aplicagao do docking molecular

A preparacdo do receptor (LAC) para o docking consistiu da remogéo de todas as moléculas de agua e adicao
dos hidrogénios polares e cargas de Kollman utilizando os softwares Biovia Discovery Studio v.20.1.0.19295 e
Autodock Tools v.1.e5.6.

Para a aplicacdo dos pardmetros para o docking foi concedida flexibilidade total aos ligantes, assim todas as
ligacbes ficaram livres para realizar rotagdes. O receptor foi considerado rigido com a grid box de 1A
centralizada no ion Cu 1503 (T1) com coordenadas e dimensodes que permitissem que T2, T3a e T3P também
ficassem dentro da area da grid box.

Para a simulacdo de docking foi aplicado o algoritmo genético de busca Lamarckiano, entdo foram gerados os
arquivos “.pdbqt” e submetidos ao docking usando o AutoDock Vina v.1.1.2. adotando o valor de exhaustiveness
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igual a 200, assim, cada simulagéo consistiu em 200 execucdes. A conformacdo de menor energia livre foi
adotada como modelo de melhor afinidade e para visualizar as interacGes moleculares do complexo receptor-
ligante foi utilizado o software Discovery Studio Visualizer v.20.1.0.19295.

RESULTADOS

Dos métodos classicos avaliados, os que obtiveram menor RMSD foram os métodos de GAFF com RMSD de
0,0896 e MMFF94s com RMSD de 0,0984 (tabela 1) apresentando-se como métodos mais adequados para
prosseguir para a otimizagao por métodos semiempiricos.

Tabela 1. Valores de RMSD da sobreposicdo das estruturas otimizadas por métodos classicos
com a estrutura cristalografica do 4-NF destacando 0s menores RMSDs.

4-NONILFENOL ENERGIA (kJ.mol»  RMSD (&)

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: dados do autor.

Dos métodos semiempiricos, os que apresentaram RMSD mais favoravel foram os métodos PM6 e PM7 com
RMSDs de 0,1004 e 0,1079 respectivamente (tabela 2).

Tabela 2. Valores de RMSD da sobreposicao das estruturas pre-otimizadas do 4-NF por método classico
(MMFF94s) e posteriormente por métodos semiempiricos. Destacando o menor valor de RMSD, de
energia e o método escolhido.

4-NONILFENOL ENERGIA (kJ.molY)  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: dados do autor.
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Figura 1: Sobreposi¢do do 4-NF otimizado por método semiempirico (PM7) com o cristal de 4-NF
(RMSD =0,1079). Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 3. Pardmetros termodindmicos e descritores de reatividade para o 4-NF otimizado pelo PM7.

PARAMETRO ENERGIA
AHF (kJ.mol L) -332,30101
HOMO (V) -9,179
LUMO (eV) -0,112

GAP (LUMO - HOMO) (eV) 9,067
Fonte: dados do autor.

Tabela 4. Energia livre de ligacio (AG) entre a LAC-4-NF dos modelos gerados pelo docking.

Modelos AG TEORICA (kcal.mol)
MOD1 -6,3
MOD?2 -6,0
MOD3 -6,0
MOD4 -5,9
MOD5 -5,7
MOD6 -5,7
MOD7 -5,6
MODS8 -5,6
MOD9 -5,6

Fonte: dados do autor.
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A interacdo do complexo LAC-4-NF formado se da por ligaces de hidrogénio, ligacdo aceptor-aceptor, « -
alquil, alquil e van der waals envolvendo os aminoacidos ALA 80, HIS 111, LEU 457, PRO 346, PHE 81, LEU
112, ASP 458, PRO 79, PHE 448, SER 113, PHE 344 e VAL 82.

Tabela 5. Residuos de aminoéacidos centrais de interacédo com o substrato para a formacao do complexo

LAC-4-NF.
Tipo de ligacdo Aminoacidos
ligagdes de hidrogénio ALA 80
Ligacdo desfavoravel aceptor-aceptor HIS 111
7 -alquil LEU 457; PRO 346; ALA 80
alquil PRO 346; PHE 81; LEU 112, ALA 80
van der waals ASP 458; PRO 79; PHE 448; SER 113; PHE 344; VAL 82

Fonte: dados do autor.
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Figura 2: Imagem 2D (esquerda) e 3d (direita) das interagdes do composto 4-NF com residuos de
aminodcidos do sitio oxidativo da LAC. Fonte: elaborada pelo autor.

ANALISE DOS RESULTADOS

Apesar de 0 menor RMSD para os métodos classicos ter sido apresentado pelo campo de forca GAFF (tabela
1), o método MMFF94s foi adotado para a pré-otimizacdo do 4-NF por ndo apresentar diferenca significativa
com o resultado obtido pelo método de GAFF e por ser um método que fornece uma boa precisdo na
minimizacdo de energia sendo entdo indicados para otimizagdo de moléculas orgéanicas e para obtencdo de
moléculas bioativas (LEWIS-ATWELL; TOWNSEND; GRAYSON, 2021).

Os métodos semiempiricos permitem a obtencdo de outras conformagdes das moléculas adotando uma série de
energias admitidas para cada atomo da molécula, admitindo uma série de dados experimentais como geometrias
de equilibrio, calores de formagdo, momentos de dipolo e energias de ionizagdo (SANT’ANNA, 2009). Além
disso, aplicam efeitos da mecénica quantica e propriedades eletrénicas nas intera¢cdes do complexo enzima-
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ligante, como transferéncia de carga, polarizacdo e dispersdo nos célculos de docking para obtencdo de
resultados mais precisos (BAGHERI et al., 2020).

Dos resultados obtidos por métodos semiempiricos foi escolhido o PM7 por apresentar RMSD aceitavel, abaixo
de 3A, por ser o método mais recente que o mopac disponibiliza reduzindo as possibilidades de erros quando
utilizados dois métodos e por ser indicado para esse tipo de estudo, sendo adequado para modelar reacdes
catalisadas por enzimas apresentando excelente capacidade na previsdo da interacdo de ligantes em ambientes
proteicos (BAGHERI et al., 2020)

Os orbitais HOMO e LUMO determinam como uma molécula interage com outras espécies e por isso sdo
considerados como os orbitais de fronteira mais importantes e o célculo de GAP evidencia as energias destes
orbitais de modo que quanto mais estreito o GAP mais reativa e mais polarizavel é a molécula
(KARUNAKARAN; BALACHANDRAN, 2012). O valor alto do calculo de GAP (tabela 3) indica uma alta
dureza do 4-NF e reflete uma dificil degradacdo desse composto na natureza (MENEZES; MONTEIRO;
D’ALMEIDA, 2004).

A energia livre de ligacdo entre a LAC e 0 4-NF mostrou valore de AG negativo (tabela 4) considerados
favoraveis & degradacao, sugerindo que a degradacdo do 4-NF por LAC é espontanea. Portanto, a LAC pode ser
uma Gtima alternativa para biodegradagdo do 4-NF, uma vez que, a energia de ligacdo obtida indica estabilidade
do complexo facilitando a interacdo do 4-NF com residuos de aminoacidos do sitio ativo da enzima
(HONGYAN et al., 2019).

CONCLUSOES

Os resultados dos calculos tedricos e do docking molecular evidenciam que a interacdo entre a LAC-4NF é
favorével a degradagdo sugerindo viabilidade da utilizacdo dessas enzimas para o tratamento de &guas
residudrias com presenca de 4-NF. Além disso, a presenca de aminoécidos especificos no sitio ativo da enzima
como Ala80 (tabela 5 e figura 2) permite a interaco através de ligagdes de hidrogénio com a hidroxila do 4-
nonilfenol, interacéo do tipo alquil com a calda apolar e = -alquil com anel aromético. Sendo assim, Ala80 é o
residuo mais importante na estabilidade da interacdo receptor-ligante utilizando a lacase de Pycnoporus
cinnabarinus, uma vez que é responsavel pelas interacdes por ligacdo de hidrogénio que segundo Oliveira (2015)
possuem as interacdes intermoleculares de maior forca entre as ligagdes ndo covalentes, sendo entdo,
responsaveis pela manutengdo da estabilidade de conformagdes bioativas da macromolécula.
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