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Resumo:

O corante preto reativo 5 (RB5) ¢ um dos corantes da familia azo mais utilizados na industria
téxtil por seu valor de mercado e por seus resultados no tingimento de tecidos, mas este corante
tem resisténcia na sua degradacao que se nao for bem tratada pode causar problemas ambientais
em corpos hidricos afetando a fauna e a flora aquatica. Sob a 6tica da biorremediagao, as lacases
desempenham um papel fundamental ao auxiliar os microrganismos na degradagdo de corantes,
incluindo seus metabolitos intermediarios. Embora tenha sido observado que a enzima auxilia
na degradacdo de corantes, o mecanismo exato pelo qual essa enzima opera durante esse
processo ainda nao estd completamente elucidado. Para eliminar de forma eficaz os corantes
toxicos do sistema, ¢ de suma importancia obter uma compreensdo aprofundada da fungao
molecular da enzima e do corante envolvidos nesse processo. Como resultado, a interacao da
lacase com o corante RB5 foi investigada utilizando docking molecular. Com base na melhor
energia de ligacdo foi escolhido a melhor pose de interagdo enzima-corante, esta pose teve
energia livre de -7,7 kcal/mol e um RMSD de 1,772 A. a pose de melhor estabilidade mostrou
fortes interacdes por meio de ligagcdes de hidrogénio com os residuos Thr 147, Thr 182, Leu
185 e Val 187. Além das interagdes com os ions de Cu?*. As simulag¢des de dinAmica molecular
evidenciaram uma notavel estabilidade, com valores baixos de RMSD, o que sinaliza que as
conformagdes de acoplamento selecionadas foram apropriadas para permitir a ocorréncia da
reacdo sem obstaculos. No entanto, ndo podem garantir com confiabilidade o desempenho dos
sistemas propostos em ambientes experimentais, uma vez que diversas outras variaveis, como
a atividade das enzimas, os mecanismos de inibicao do catalisador e as mudancas no equilibrio
reacional, entre outras, tém potencial para impactar substancialmente a dindmica do processo.

Keywords: lacase; biodegradacao; corante; Docking molecular
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Abstract:

Reactive black dye 5 (RB5) is one of the most widely used azo dyes in the textile industry due
to its market value and its results in dyeing fabrics, but this dye is resistant to degradation and
if not treated properly can cause environmental problems in water bodies, affecting aquatic
fauna and flora. From a bioremediation perspective, laccases play a fundamental role in helping
microorganisms degrade dyes, including their intermediate metabolites. Although it has been
observed that the enzyme assists in the degradation of dyes, the exact mechanism by which this
enzyme operates during this process has not yet been fully elucidated. In order to effectively
eliminate toxic dyes from the system, it is of the utmost importance to gain an in-depth
understanding of the molecular function of the enzyme and dye involved in this process. As a
result, the interaction of laccase with the RB5 dye was investigated using molecular docking.
Based on the best binding energy, the best enzyme-dye interaction pose was chosen; this pose
had a free energy of -7.7 kcal/mol and an RMSD of 1.772 A. The pose with the best stability
showed strong interactions through hydrogen bonds with residues Thr 147, Thr 182, Leu 185
and Val 187. In addition to interactions with Cu2+ ions. The molecular dynamics simulations
showed remarkable stability, with low RMSD values, which indicates that the coupling
conformations selected were appropriate to allow the reaction to occur without obstacles.
However, they cannot reliably guarantee the performance of the proposed systems in
experimental environments, since several other variables, such as enzyme activity, catalyst
inhibition mechanisms and changes in reaction equilibrium, among others, have the potential
to substantially impact the dynamics of the process.

Keywords: laccase; biodegradation; dye; molecular docking
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1. INTRODUCAO

A industria téxtil, embora fundamental para a economia global, enfrenta desafios
ambientais consideraveis decorrentes dos efluentes residuais gerados em seus processos. Entre
os principais poluentes, destacam-se os corantes sintéticos, cuja degradacdo apresenta desafios
significativos (Chopra et al., 2023; Thsanullah et al., 2020; Jafari et al., 2023). Este setor,
reconhecido como uma das principais fontes de contaminagao de reservatorios de agua, utiliza
volumes substanciais de recursos hidricos em seus procedimentos, resultando na produgao de
efluentes ricos em corantes, metais pesados e outros contaminantes (Huang et al., 2023; J.

Sharma et al., 2021).

A escala global da producao de corantes sintéticos para a induastria téxtil atinge
aproximadamente 7 x 107 toneladas, com quase 10% desse volume sendo inadvertidamente
liberado no meio ambiente apds os processos de tingimento. A intensa coloracdo desses
efluentes ndo apenas prejudica a atividade fotossintética das plantas aquaticas, mas também
representa riscos para os ecossistemas aquaticos e a saide humana (Chandanshive et al., 2018;

Tkaczyk et al., 2020; Zosenko et al., 2022).

Um dos corantes usados pela industria téxtil € o preto reativo 5 (RB5) que é um corante
azo reativo sintético amplamente empregado nas industrias téxteis para a coloragao de tecidos
(Alaguprathana et al., 2022). A utilizacdo prolongada do RB5 pode desencadear reacdes
alérgicas no sistema respiratorio e aumentar o risco de cancer em seres humanos (Al-Tohamy
et al., 2020; Droguett et al., 2020). Por conseguinte, ¢ fundamental realizar a remocao eficaz e
economicamente vidvel do RB5 das dguas residuais antes de serem liberadas no ambiente
natural. O rb5 faz parte do grupo de corantes azo, que sdo caraterizados pela presenca de uma
ou duas ligagdes R?-N=N-R? (Barciela et al., 2023). Essas ligacdes podem ser reduzidas
enzimaticamente, produzindo aminas aromaticas, elas também podem ter propriedades
anfotéricas devido a presenga de grupos funcionais carboxila, hidroxila, amino ou
sulfonila(Jiale Liu et al., 2023). E estimado que os corantes azo compreendiam cerca de 80%

da produgao anual total de corantes comerciais em escala global(Fuentes et al., 2019).

Com base na literatura uma enzima que vem se mostrando um potencial na degradacdo
de corantes e em questdes ambientais ¢ a enzima lacase (Trametes versicolor) de origem fungica
(Jeyabalan et al., 2023). As enzimas sdo proteinas capazes de regular e controlar a taxa de

diversas reacdes nos organismos vivos (Mohajershojaei et al., 2014). Elas atuam como
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catalisadores em reagdes quimicas especificas, interagindo com substratos especificos em locais

precisos desses substratos (Germano de Sousa et al., 2022).

A enzima lacase pertence a familia das oxidases que pode ser amplamente encontrada
em microrganismos e plantas (Zhou et al., 2021). A capacidade catalitica dessa enzima ¢
assegurada pela presenca de quatro atomos de cobre integrados em sua estrutura. Estes atomos
de cobre consistem em um cobre paramagnético de cor azul, conhecido como Tipo I (T1), um
cobre paramagnético ndo azul do Tipo II (T2) e dois pares de atomos de cobre diamagnéticos
acoplados por spin do Tipo III (T3)(Gutiérrez-Anton et al., 2023). A figura 2 representa a lacase.
Assim, a configuracdo geral da lacase consiste em uma estrutura de trés dominios com extensas
alcas de cupredoxina. O cobre do Tipo I (T1) desempenha o papel de local de oxidacao do
substrato devido ao seu elevado potencial redox com uma orientacdo trigonal. Por sua vez, o
cobre do Tipo II (T2) e do Tipo III (T3) facilita a liberagdo de 4dgua através da redugdo do
oxigénio (Jiashu Liu et al., 2023; Pardo & Camarero, 2015; Rodrigues et al., 2023).

Neste estudo, conduzimos uma analise in silico da enzima lacase, utilizando métodos
computacionais avangados para avaliar suas interacdes com o corante RB5. Nosso objetivo ¢
identificar as regides criticas do corante que desempenham um papel significativo nos sitios de
ligagdo da enzima lacase, estabelecendo bases para estratégias eficazes de remocao desses
corantes dos efluentes téxteis. Essa abordagem visa contribuir para praticas mais sustentaveis

na industria téxtil, alinhando ganhos financeiros com responsabilidade ambiental.



11

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial da enzima lacase de Trametes versicolor no processo de biodegradagdo de

corantes da industria téxtil, por meio de estudos de simulagdo computacionais.

2.2 Especificos

¢ Realizar o Levantamento Bibliografico, coletando informacGes relevantes por
meio de revisdo bibliogréafica.

e Organizar a Estrutura da Metodologia da Pesquisa, Definindo a metodologia que
sera utilizada no estudo.

e Calcular as Interacdes Energéticas Individuais e Totais entre a Lacase (Trametes
versicolor) e o Corante

e Auvaliar as interagOes entre a enzima lacase e o corante.

e Realizar calculos para determinar as energias envolvidas nas ligagdes entre os
dois.

¢ Identificar as Regides dos Corantes Mais Importantes para seu Acoplamento nos
Sitios de Ligacdo da Enzima Lacase:

e Localizar as &reas-chave do corante que se ligam a enzima.

e Analisar os sitios de ligacdo e identificar os residuos especificos envolvidos na
interacdo.

e Determinar o Raio de Convergéncia de Estabilizacdo dos Complexos Ligante-
Receptor:

o Estabelecer a distancia critica para a estabilidade dos complexos formados.

e Calcular a distancia entre o ligante (corante) e o receptor (enzima) que resulta em
uma interacao estavel.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O crescente uso de corantes pelas industrias téxtil e a falta de tratamentos dos efluentes
provenientes dos processos industriais, a dificuldade de degradagdo de alguns corantes e a
questdo que a dgua € recurso necessario para manutengdo e desenvolvimento da vida, se faz
necessario uma fundamentacao teorica no que desrespeito ao tema do trabalho, como corantes
da industria téxteis e seus impactos ambientais, corantes industriais, corante preto reativo 5

(RB5Y), biotecnologia e biorremediacdo, lacase e modelagem molecular e Docking molecular.

3.1.Corantes da Industria Téxteis e seus impactos ambientais

Os corantes sdo compostos quimicos que podem se ligar a superficies de materiais, a
exemplo dos tecidos, para obtengdo de cor. Os corantes sdo formados por moléculas organicas
complexas, apresentando elevada resisténcia a alguns agentes, tais como a acao dos detergentes
e saboes (Husain, 2006). Os corantes sao utilizados em diversos segmentos da industria, como
por exemplo, o téxtil, produgdo de couro, processos alimenticios, plasticos, cosméticos,

industria de latex e tinturaria (Yagub et al., 2014).

Um dos setores mais poluidores do mundo ¢ o ramo das induGstrias téxteis,
principalmente pelo fato de produzirem de 1000 a 2700 m3 de 4gua residual por dia, sendo que
aproximadamente 30% dos corantes organicos e sintéticos utilizados sdo descartados no

efluentes (Aratijo-Chaves et al., 2019; Borba et al., 2019; Holanda et al., 2015).

Esses corantes em ambientes aquaticos, pode atrapalhar nos processos de fotossintese
dos seres vivos que vivem neste ambiente. Além disso algumas classes de corantes, assim como
seus subprodutos, t€ém caracteristicas carcinogénicos ou mutagénicos. Outras substancias do
setor téxtil podem conter metais pesados (Catanho et al., 2006). Estes influentes t€ém uma
caracterizagdo geralmente por possuirem um pH bdasico e uma elevada carga organica, além de
sua toxidade que representa risco ambiental pelo fato que descartados incorretamente

prejudicam o solo ou a dgua (Borba et al., 2019).

A preocupacado crescente com os residuos gerados por esse setor € notoria pelo fato que
sdo ricos em corantes, estes residuos afetam a atividade ecoldgica nos sistemas hidricos, por
absorverem e restringirem a penetragao da luz solar, reduzindo o nivel de oxigénio presente no

meio e sdo bioacumulativos de efeito toxico (Holanda et al., 2015).
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3.2. Corante Azo e o Corante Preto Reativo 5 (RBY5)

Os corantes sao pequenas moléculas, que na sua formagdo contém dois importantes
componentes que sdo o croméforo, que tem a caracteristica de colorir e o grupo funcional que
¢ responsavel pela fixagdo do corante na fibra. Dentro do mundo dos corantes existe os corantes
azos que correspondem a mais de 65% dos corantes usados em cores sintéticas. A fabricacao
desses corantes sintéticos se dar pelo processo simples de diazotizagao e acoplamento podendo
ser preparados tonalidades de cores desejaveis e com sua solubilidade melhorada (Monisha et
al., 2023). Uma outra caracteristica na sua formac¢ao quimica ¢ na sua estrutura ter grupos -
N=N- como pode ser visto na figura 1 , que sdo categorizados com base em sua composi¢ao

elementar e uso, sao o foco principal da quimica de cores (Khanum et al., 2023).

Figura 1 - Estrutura do corante Preto reativo 5 (RBS).

H \\5 H H 5// H
H \\0 H H 0// H
H H
T H H o
O0—S—0 o— l 0
! b
Na* Na*

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

Uma carateristica forte nos corantes sintéticos ¢ a resisténcia a degradagdo por métodos
convencionais sendo eles sedimentagdo, absor¢do, oxidagdo com hipoclorito de sddio, filtracao,

coagulagao, floculagdo e biodegradacao (Cortazar-Martinez et al., 2012).
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Dentro da lista de corantes da familia azo existe o corante preto reativo 5 (RB5) ¢ um
dos corantes azoicos mais comumente usados para tingir algoddo, 13, nailon e outras fibras
celulosicas (El Bouraie & El Din, 2016). Uma das suas caracteristicas importantes para seu uso
na industria té€xtil ¢ sua alta estabilidade quimica, resisténcia e entregar de coloragdo em seu
uso de tingimento, sendo um dos corantes azo mais utilizados da industria téxtil (Malik & Patel,

2023).

O RB5 ¢ um dos corantes que tem menos afinidade de degradagdo por luz em
compara¢do com os outros corantes devido a sua estrutura quimica complexa (Pasini et al.,

2021). Sua estrutura pode ser observada na Figura 1 (Mahmoud et al., 2021).

3.3. Biotecnologia e Biorremediagao

Com o desenvolvimento tecnoldgico nasce a biotecnologia que ¢ definida como uso de
sistemas biologicos, constituido por partes do organismo vivo ou por organismo inteiro, para
obtenc¢do de conhecimento ou lidar com problemas da sociedade (Ripoll et al., 2023). Consiste
também em uma area do conhecimento que pode integralizar diversos temas do conhecimento
como a microbiologia, a engenharia quimica, a zootecnia, a genética, a bioquimica, a
engenharia genética, bioinformadtica, dentre outras areas (de Oliveira, 2018). Dentro da
biotecnologia existe dois fortes eixos que € a criagao de produtos ou a resolugdo de problemas
através da implementacdo de algumas tecnologias que podem ser aplicadas em entidades

bioldgicas (AL-Eitan & Alnemri, 2022).

A prética da biotecnologia ¢ algo que vem desde a origem das civilizagdes, quando o
homem usou de conhecimentos bioldgicos para melhoria do seu dia a dia como uso do processo
fermentativo na producdo de bebidas alcodlicas como vinho, produgdo de iogurtes, da selegao

de melhores espécies para produzir melhor gado e até suas plantagdes (Gupta et al., 2017)

Ao lado da biotecnologia existe uma outra area que ¢ a biorremediacdo, ¢ um dos
métodos com grande eficiéncia usado para degradagdao de uma ampla gama de contaminantes
antropogénicos que usa de microrganismo e de suas atividades cataliticas (Dash & Osborne,
2023). Uma carateristica forte ¢ desta abordagem ¢ o baixo custo, 0 menor impacto ambiental
facilidade de aplicagdo, especificidade e aplicagdes flexiveis para uma variedade de substratos

possiveis (Pinto et al., 2020).

A biorremediacdo vem sendo usada também no tratamento de dguas residuais, um foco

bastante ¢ biodegradagdo de corantes usados no ramo téxtil. Por ser uma area que utiliza de
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seres vivo ou parte deles existe uma variedade de enzimas bacterianas incluindo redutases,
lacase as oxigenasses tém potencial de degradacdo via quebra redutiva de ligagdes azo por
degradacao anaerobica e, finalmente, transformagdo biologica de aminas aromaticas em
condicdes aerdbicas (Mustafa et al., 2021). outras enzimas usadas no auxilio do processo de

degradacdo sdo celulase, amilase, protease, fosfatases e peroxidase (Jardine et al., 2018).

3.4. Lacase

A enzima lacase (benzenodiol oxigénio redutases, EC 1.10.3.2), fig.2 (Bertrand et al.,
2002), sao enzimas que fazem parte da classe oxidorredutases (Figura 2). Elas sao
glicoproteinas monoméricas contendo cerca de 500 aminoacidos e com teor de 25% de
carboidratos. Em seu sitio ativo ¢ formado por quatro 4tomos de cobre caracterizadas por uma
ampla especificidade de substrato. Sendo trés parte de um grupo redox: tipo-1 (T1), tipo-2 (T2),
tipo-3 (T3) como pode ser visto na figura 3. O tipo-1 € o cobre que tem o maior potencial redox
(E®) e ¢ o sitio de oxidacao do substrato. O tipo 2 e 3 formam um aglomerado trinuclear, local
em que oxigénio molecular é reduzido e a 4gua ¢ liberada (Alvarado-Ramirez et al., 2021; Polak
& Jarosz-Wilkolazka, 2012; K. K. Sharma & Kuhad, 2008).

Figura 2 - Estrutura da cadeia A da enzima Lacase (EC 1.10.3.2).

Fonte: Ge et al (2010).
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Figura 3 - Representagdo da estrutura lacase
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

Essas enzimas sdo consideradas versateis e capazes de oxidar um grande de moléculas
fenolicas e ndo fenolicas devido a caracteristica de baixa especificidade de substrato. Sao

também amplamente encontradas na natureza; podendo ser obtidos de plantas, fungos,
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bactérias, insetos e liquens, cada lacase proveniente de cada espécie exibe caracteristicas e

sequencias cataliticas tinica (Arregui et al., 2019).

Uma caracteristica importante que distingue as lacases de outras enzimas lignoliticas ¢é
que elas ndo necessitam da adi¢cdo de cofatores para sua atividade. O fato de essas enzimas
serem geralmente secretadas naturalmente e serem altamente estaveis fora da célula lhes

confere uma vantagem importante em aplicagdes ambientais (Toker et al., 2021).

As enzimas lacases tem desempenhado um papel de importancia em varias aplicagdes
biotecnoldgicas, incluindo a degradacao de corantes e a biorremediacdo de alguns residuos
quimicos produzidos pelas industrias e os desenvolvimentos de biossensores (Mansouri &

Benslama, 2022).

3.5. Simula¢des computacionais na area da Quimica

As simulagdes computacionais desempenham um papel fundamental no avanco da
Quimica, oferecendo uma abordagem complementar e, em muitos casos, indispensavel aos
métodos experimentais tradicionais (Di Felice et al., 2023). Desde os primeiros dias da
computacao cientifica, essas simulacdes tém se mostrado valiosas ferramentas para investigar
e compreender uma ampla gama de fendmenos quimicos, fornecendo insights detalhados em
escalas atOmicas e moleculares que frequentemente estdo além do alcance das técnicas
experimentais diretas. Nesta lauda, exploraremos algumas das principais contribuigdes das
simulagdes computacionais para a Quimica, destacando seu impacto em diversas areas, como
o design de novos materiais, a compreensdo de reagdes quimicas e a predi¢ao de propriedades

moleculares (Tanabe & Tsumoto, 2023).

Uma das areas mais promissoras impulsionadas por simulagdes computacionais ¢ o
design de novos materiais. Através de técnicas como dindmica molecular e simulagdes de
Monte Carlo, os cientistas podem investigar as propriedades estruturais e termodinamicas de
materiais em escala atdmica, permitindo a identificagdo de estruturas com propriedades
desejadas, como resisténcia, condutividade elétrica ou capacidade de armazenamento de
energia (Lacerda, 2015). Essas simulagdes também sdo fundamentais para entender os
processos de auto ensaio e formagao de estruturas cristalinas, auxiliando no desenvolvimento
de materiais mais eficientes para uma variedade de aplicacdes, desde dispositivos eletronicos

até materiais para armazenamento de energia (Florio et al., 2004).
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As simulagdes computacionais desempenham um papel crucial na compreensdo de
reacdes quimicas. Ao simular o comportamento de sistemas moleculares em diferentes
condigdes, os cientistas podem elucidar os mecanismos de reagdo, identificar estados
intermediarios e prever cinéticas de reacdes. Isso ndo apenas fornece insights fundamentais
sobre como as reacdes ocorrem a nivel molecular, mas também pode orientar o
desenvolvimento de novos catalisadores e estratégias para otimizar processos quimicos

industriais, visando eficiéncia energética e sustentabilidade (Arai, 1995).

Além disso, as simulagdes computacionais sdo amplamente utilizadas na predi¢ao de
propriedades moleculares, como energia de ligagdo, polaridade e espectros de absor¢do(De
Sousa et al., 2021). Métodos de calculo ab initio, como a teoria do funcional de densidade
(DFT), permitem calcular com precisdo propriedades eletronicas e estruturais de moléculas e
materiais, fornecendo informagdes valiosas para interpretar dados experimentais e orientar o

design de novos compostos com propriedades especificas (Nascimento de Castro et al., 2022).

3.6. Modelagem Molecular e Docking Molecular

A modelagem molecular e simulagdo computacional ¢ uma 4area que desenvolve
solucdes com base no estudo de estruturas moleculares, seja na previsao de interagdes,
otimizagdo e controle de reagdes ou no projeto de novos produtos (Silva et al., 2021). Usando
de métodos tedricos e computacionais para modelar e investigar propriedades e a dindmica das
moléculas no seu nivel microscopico (Patel & Kukol, 2021). Sendo uma ferramenta muito

utilizada nos ramos da engenharia, quimica, biologia, fisica e farméacia.

Dentro da modelagem molecular existem varios métodos que podem ser empregados
para o estudo das interagdes atomicas € moleculares que sao mecanica molecular, calculos Ab-
initio, método semi-empirico, teoria do funcional da densidade DFT e Docking Molecular

(Carvalho et al., 2003).

Os métodos empregados no estudo da simulacdo de substancias quimica podem ser
divididos em trés classes que sdo método classico (empirico), método quantico e hibrido (de

Oliveira, 2018). No quadro 1 a seguir mostra sintese de métodos.

Quadro 1 - Sintese dos conceitos dos métodos empregados na modelagem molecular

| Método Empirico |
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Definicdo: assim chamado para diferenciar-se dos métodos quénticos que, ao contrario
deste, sdo baseados em propriedades atdmicas fundamentais.
Subclasses

Mecanica Molecular esta estratégia interpreta a estrutura da
molécula unicamente em termos da
mecanica classica de newton, ou seja,
baseia-se no modelo de “bolas e molas”
como representacéo.
Método Quantico empregam a funcbes de onda dados
elétrons, em diferentes niveis de
aproximacao.

Método semiempirico
Definicéo: baseados em solugdes aproximadas da equacédo de Schroedinger, empregam
parametros experimentais como forma de substituir o calculo de determinadas integrais
gue oneram o célculo.

Subclasses

Ab initio calculo das funcdes de onda € baseado na
resolugéo da equacdo de Schroedinger no
seu nivel mais acurado, ndo empregando
parametros experimentais como forma de
simplificacdo dos calculos. Em lugar
disso, a Unica aproximacdo permitida é o
calculo da funcdo de onda do nucleo feito
separadamente da funcdo de onda dos
elétrons.

Teoria do funcional de densidade DFT baseando na descricdo da estrutura de
moléculas e atomos a partir de sua
densidade eletrdnica. E mais rapido que ab
initio, embora possa ser considerado um
desdobramento deste, mas com nivel de
acuracidade comparével.
Métodos hibridos
Definicdo: O conjunto molecular é tratado com base tanto nos pressupostos da
mecéanica molecular quanto da mecénica quantica.
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

No estudo computacional pode se utilizar a dindmica molecular MD que simula o
movimento microscopico de moléculas e a&tomos para estudar a base da estrutura e a relagao
estrutura-fun¢do. No MD o programa de simulagdo especifica os pardmetros de simulagdo com
base da estrutura ja conhecida, e entdo ¢ realizado a trajetéria da molécula, o processo de
mudanga conformacional, ¢ a informagdes cinéticas do processo. Na pratica os 4&tomos sao
representados como bolinhas pequenas e as ligagdes como molas conectadas as bolas. A
trajetoria ¢ fornecida com base nos calculos de movimento de newton e as interacdes pela lei

de Hooke. MD permite uma andlise mais aprofundada de rearranjos conformacionais as
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mudangas no ambiente circundante, o que pode proporcionar informagdes complementares aos
experimentos (Jiang et al., 2022).

O Docking Molecular DM (traducao em inglé€s: ancoramento) ¢ um método que preveé
a ligacdo de melhor interagdo de uma molécula com o sitio ativo de um alvo macromolecular.
Podendo também indica a forca da conexdo entre o ligante e a proteina fornecendo uma
classificagdo com base nas melhores interagdes (Porto & Porto, 2022).

Para a ancoragem de proteina-ligante sdo definidos por trés funcbes centrais: (1) A
representacdo computacional de proteina e ligante. (2) O algoritmo de encaixe, que € usado para
resolver o problema de otimizacao de encaixar o ligante no bolso de ligacéo da proteina e gerar
possiveis poses de ligacdo. (3) A funcdo de pontuagdo (SF) visa quantificar a qualidade das
referidas poses de ligacdo calculadas (Temml & Kutil, 2021).
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4.METODOLOGIA

O presente estudo foi uma abordagem qualitativa-quantitativa, usando como tematica o
estudo in silico da enzima lacase na degradagdo do corante preto reativo 5 (RBS5) usado na
industria téxtil, sendo usado da modelagem molecular e simulacdo da iteragao proteina e ligante
em programas de computadores e interpretadas com base na literatura (Cavalcante et al., 2022;

Marques da Fonseca et al., 2021, 2023).

Figura 4 — Fluxo Metodologico
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

4.1. Preparacao de ligantes e proteinas

A molécula do corante preto reativo 5 (RB5) foi criada pelo software Chem3D (Ahmadi et
al., 2005), Figura 1, nas configura¢des de auto otimizacdo, foi aplicado o campo de forca
MMFF948S. (Wahl et al., 2019), a fim de gerar conformacdes bioativas por meio da minimizagao
de conformadores gerados aleatoriamente, com o algoritmo Steepest Descente (Petrova &
Solov’ev, 1997), Step per Update 4 (Sutton et al., 2016), pelo software AVOGADRO (Hanwell
etal., 2012). O arquivo com ligante foi convertido para o formato correspondente (.pdbqt) com

adicao de ionizagdo e estados tautomaticos em pH 7,4 usando o software OpenBabel ver. 3.0.0

Plataforma - Analise regiao ativa

v Computed Atlas of Surface Topography of proteins
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(O’Boyle et al., 2011). Esta estrutura pode ser encontrada também pelo codigo 135442967, no
repositorio PubChem (Tan et al., 2020).

O receptor em estudo foi a estrutura da enzima lacase (E.C 1.10.3.2), Codigo 1KYA foi
obtida no repositdrio internacional da Protein Data Bank (Bertrand et al., 2002; Carlson et al.,
2014), cuja estrutura cristalina foi obtida por difracdo de raios X complexa. As informagdes
especificas das enzimas foram mostradas na Tabela 1. Para possibilitar o acoplamento
molecular, os residuos interferentes, as moléculas de agua e o inibidor sintético foram
removidos. Hidrogénios polares foram adicionados aos ligantes, separadamente, e a proteina, e
foram adicionadas as cargas parciais de Kollman (Aratjo & Azevedo, 2020; Silva Neto, 2017).
Essa técnica tem como objetivo pesquisar dentro de bancos de dados de possiveis ligantes
virtuais para um determinado alvo de proteina. O software usado foi o Autodock tools (Morris
et al., 2009). Os estados de protonagdo dos residuos foram considerados levando-se em conta o
respectivo pH de trabalho (pH 5,0 para lacase fungica)(Yin et al., 2019). As cargas ambar foram
usadas para os atomos de proteina e as cargas RESP foram calculadas para o corante (Cornell
et al., 1993).

Tabela 1. As informacdes de quatro lacases representativos.

PDB ID IKYA
Type Source T. versicolor
Resolution 1.4 A
Number of amino acids 499
Acidic amino acid residues 95
Basic amino acid residues 36
Difference value 59
pl 4.51
Alkaline His 395, His 458
The amino acid residues Acidic Asp 206
in the binding pocket Polar-non Asn 208, Thr 335
charged
Length 10.5 A
T1 copper sites Width 9.1 A
Area 95.55 A2

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

4.2. Molecular Docking

O acoplamento molecular foi realizado pelo AutoDock Vina (Trott & Olson, 2009)
empregando multithreading de 3 vias, foi realizada a genética Lamarkiana. Para o acoplamento

da principal Lacase (1KYA), foram usados os seguintes parametros: nimero de pontos de grade
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em xyz (34 34 34), espacamento (0,642), centro da grade em xyz (-5,378 -0,914 39,320). Outros
parametros foram definidos como padrdao. Os ligantes de entrada com hidrogénios polares
foram usados no formato .pdbqt. Foram realizadas entre dez e quarenta execugdes de
acoplamento molecular, e o nimero de simulagdes que foram repetidas na mesma regido do
receptor biologico. Assim, para validar o desempenho da simulagdo e quantificar a qualidade
dos acoplamentos, foi adotado o critério de pontuagdo RMSD (root mean square deviation),
que sugere que um acoplamento bem-sucedido exibe um valor RMSD rmsd < 2,0 A (Sutherland
et al., 2007), e, em paralelo, o uso da rede neural NNScore com a medigdo em concentracao
molar da melhor pose (Durrant & McCammon, 2010, 2011; Sutherland et al., 2007), e o critério
de menor energia de ligagdo sugere que, no complexo previsto pelo acoplamento molecular,
presume-se que a menor energia de ligacdo esteja mais proxima do estado do sitio ativo da
enzima, onde pode ser associada a uma constante de afinidade (Fu et al., 2018; Havranek &
Islam, 2021).

Os dados de simulag@o com as principais interagdes receptor-ligante foram visualizados

pelo software Discovery Studio (Biovia, 2016) e PyMOL (DeLano, 2002).

4.3. Molecular Dynamic

As simulagdes de dinamica molecular (MD) foram realizadas com o programa NAMD
(Jia et al., 2023). As melhores conformacGes obtidas no acoplamento molecular foram
resolvidas em 15.980 moléculas de agua do tipo retangular, com distancia entre bordas de 6,0
A, no modelo TIP3P (Kato et al., 2021), no campo de forca CHARMM36 e adic&o de 70 fons
Na+ e 45 ions CI- para neutralizar a carga total do sistema (0,15 M). Por fim, ele foi submetido
a minimizacéo de energia pelo método Steepest Descent. Em seguida, o sistema foi apresentado
aos balangos NVT e NPT nas condigdes descritas por Langevin (Farago, 2019). As simulagdes
de producéo do sistema foram realizadas com um tempo de 100 ns. A qualidade das estruturas

obtidas em MDs foi avaliada usando os seguintes parametros com 0 NAMD:

. Energia potencial (kcal/mol)(Diez et al., 2014);
. Energia de interacao proteina-ligante (kcal/mol);
. O desvio quadratico médio das posi¢cdes atbmicas de proteinas, ligantes e distancias

entre eles (RMSD, A) e o desvio quadratico médio das posicdes atbmicas de proteinas, ligantes
e distancias entre eles (RMSD, A);
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. As ligacgdes de hidrogénio foram avaliadas com o Visual Molecular Dynamics (VMD)
(Humphrey et al., 1996).
. A flutuacdo quadratica média das distancias minimas entre as proteinas e os ligantes foi

observada na MD (RMSF, A) (Arshia et al., 2021). Os graficos foram gerados usando o
programa Qtrace (Jia et al., 2023; Lima et al., 2012).

4.4. Célculos MM/GBSA

Com base no arquivo de registro MD do software NAMD (Jia et al., 2023), o MM/GBSA
foi calculado por MolAICal (Bai et al., 2021) e foi estimado pelas equagdes 1-3.

AGoind = AH — TAS = AEvv + AGsol - TAS Eq. 1
AEMM =AFEinternal + AE€1e TAEvdw Eq 2
A(;sol ZAGGB + AGSA Eq 3

Onde AEmm, AGsol, € TAS representam a energia MM da fase gasosa, a energia livre de
solvatacdo (soma da contribuicdo polar AGgs e contribuigdo ndo polar AGsa) € a entropia
conformacional, respectivamente (Gohlke et al., 2003; Gohlke & Case, 2004). AEmMm contém a
energia de Van Der Waals AEy4w, eletrostatico AEcle € AEintemal de vinculo, angulo e energias
diédricas. Se nao houver alteracdes estruturais induzidas por ligagao no processo de simulagdes

MD, o célculo da entropia podera ser omitido (DasGupta et al., 2017).

4.5. Atlas computado de topografia de superficie de proteinas (CASTp)

As propriedades topologicas e geométricas da lacase Trametes versicolor (1IKYA) foram
determinadas por meio do servidor online CASTp (Tian et al, 2018)(
https://sts.bioe.uic.edu/castp/ acessado em 20 de setembro de 2023). Esta ferramenta localizou,
delineou e mensurou as bolsas e cavidades presentes nas estruturas proteicas. No contexto da
geometria computacional, o CASTp ¢ fundamentado no principio da forma alfa, utilizando o
algoritmo de bolsos (Aldossari et al., 2023). Através da utilizacdo dos modelos de superficie
molecular (conhecido como superficie de Connolly) e o modelo de superficie acessivel ao
solvente (conhecido como superficie de Richard), este servidor online permite calcular a area e

o volume de cada bolsdo e vazio (Zaheer et al., 2023).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise do sitio ativo (CASTp).

Foi empregado o célculo do Atlas Computadorizado de Topografia de Superficie de
Proteinas (CASTp) para a andlise dos bolsdes acessiveis ao substrato, bem como a confirmagao
dos locais ativos das lacases representativas. A parte SC da figura 5 exibe os residuos de
aminoacidos ativos da proteina. Este achado revelou a localizagdo da regido ativa na proteina,
corroborando a ligagao do ligante ao sitio ativo, como ilustrado na figura 7 . De acordo com os
resultados obtidos pelo CASTp, foram identificadas varias areas de bolsos na enzima lacase,

como apresentado na parte SA da figura.

Figura 5 - local de ligacdo ativa na proteina 1kya (4 regides) regido azul (A), local D de ligagao
ativa na proteina regido azul (B) e residuos (destacados em cinza) envolvidos na ligacdo ativa

(©).
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Fonte: Elaborado pelo Autor(2024).

5.2. Molecular Docking

Com base na literatura (Cavalcante et al., 2022; Fonseca et al., 2020; N. Liu et al., 2012)
e com algumas adaptacdes (Fonseca et al., 2020) Esse estudo de simulacdo de acoplamento
molecular foi usado para elucidar a reagdo de interagcdo entre a RB5 e a enzima lacase.

Por meio da molécula de acoplamento pelo Autodock vina, foi possivel listar a afinidade

e as energias RMSD dos ligantes, conforme mostrado na tabela 2.

Tabela 2 - Resultado de acoplamento molecular com suas pontuacdes de acoplamento.

Compounds Energy affinity (kcal/mol) RMSD Lipase

RB5 -7.7 1.772 A Lacase
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

Embora todos estejam alocados na mesma regido do local ativo da proteina, que
geralmente ¢ constituido pela triade catalitica (Ser-His-Asp), No caso da lacase, a simulagdo
sugere uma observacao inicial de suas caracteristicas redox, além disso, as vezes o impedimento
estérico do substrato pode afetar amplamente a proficiéncia nas reagdes, no caso da lacase, que
demonstrou um potencial redox (0,79 e 0,46 V)(Tadesse et al., 2008). A distancia entre dois
residuos de fenilalanina (Phe332 e 265) que marcam a entrada no local ativo pode representar

o limite estrutural para a biorremediacao de substratos com potencial redox compativel.
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A superficie do sitio ativo de T. versicolor consiste em Phe 162, Phe 265, Phe 332, Phe
337, Gly 334, Gly 392, Leu 164, Pro 391, Asp 206, Asn 264, His 458 e His 395, que sdo
principalmente residuos hidrofobicos e aromaticos (Delavari, 2016).

Por ser uma lacase fungica com alto valor potencial redox esta enzima foi obtida na
forma cristalizada com o ligante 2,5-xilidina (XYD) (Bertrand et al., 2002). Seu modo de
ligacdo com a xillidina é mostrado na figura 6. Portanto, o XYD apresentou ligagdes no sitio
ativo por meio de ligacdo de hidrogénio nos residuos Asp 206 e Hist 458. A distancia entre -NH
de His 458 e -N na XYD ¢ de 2.61 A. O hidrogénio de His é apontado para -N de xillidina que
torna possivel a transferéncia eletronica. Os resultados do acoplamento mostraram que os
compostos contém -OH e -NOH em sua estrutura ligada no bolso de ligagao de lacase. Estes
compostos ligados perto de His 458 em uma orientagdo que o dtomo de oxigénio do grupo
hidroxila se torna proximo a -NH da Histidina. Além disso, o anel destes compostos tem
interagdes m-m com Phel62 e Pro 391. Outra observagao € que as lacases catalisam a oxidagao
de substratos com concomitante reducao de oxigénio a agua. Recentemente, foi verificado que
os residuos polares estdo localizados em tineis que levam aos ions Cu?" e Cu’" controlam a
entrada de oxigénio (His 111) e o transporte de protons (His 452) de lacase de dois dominios
(2D).

Em alguns casos -OH grupo dos compostos indicam interacado com Thr e eles estdo na
orientacdo entre estes dois residuos, tais como, o corante RB5.

Figura 6 - Posicao da xilidina na bolsa de liga¢ao do TvL. Ela se ligou a bolsa de ligagao
da lacase de T. versicolor (entrada 1K'YA do pdb), mostrando as cadeias laterais que envolvem

o ligante.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).
No corante RB5 a pose de melhor estabilidade mostrou fortes interagdes por meio de
ligagdes de hidrogénio com os residuos Thr 147, Thr 182, Leu 185 e Val 187. Além das

interagdes com os ions de Cu?*, como mostrado na figura 7.

Figura 7 - Posi¢ao do corante preto reativo 5 (RB5) na bolsa de ligagao do TvL. Ela se
ligou a bolsa de ligag¢do da lacase de T versicolor (entrada IKYA do pdb), mostrando as cadeias

laterais que envolvem o ligante.
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Ala 286

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

As ligagdes de hidrogénio t€ém uma importancia fundamental na catalise enzimatica,
conferindo especificidade ao sitio ativo e ajudando a identificar possiveis locais de ligagao
(Bhatt et al., 2023; Zhang et al., 2023). Estas liga¢cdes confere uma estabilidade de ligacao
proteina-ligante. Os ions de cobre fazem parte do centro ativo catalitico da enzima, permitindo
a ativacao do oxigénio molecular e a formagao de intermediarios reativos (Ayodeji et al., 2022).
Esses intermediarios sdo capazes de quebrar as ligagdes quimicas complexas presentes nos
corantes, levando a sua degradagdo e conversdo em produtos mais simples € menos poluentes.
Em estudos experimentais a enzima lacase chegar a degradar um percentual entre 92% a 97%

do corante RB5(Alam et al., 2023).

5.3. Molecular dynamics

A investigacdo de um sistema termodinamico composto de soluto e solvente pode ser
representada de forma eficaz por meio da modelagem de um complexo que envolve proteinas,
ligantes, solventes e ions. Esse complexo € notavel por abrigar uma diversidade de forgas
intermoleculares e por permitir a troca de energia térmica entre as moléculas e os ions (Arcon

et al., 2017; Beretta, 2020). As leis fundamentais da termodinamica determinam que a relacdo
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entre esses elementos moleculares e a forma como ocorre a transferéncia de calor esta
intrinsecamente ligada a diversas mudancas de energia, conforme documentado em estudos
anteriores na literatura (Chinaka, 2021; Struchtrup, 2020).

Em seguida, para aprofundar nossa compreensdo do comportamento desses complexos
proteina-ligante, foram realizadas simulagdes de dindAmica molecular usando o software NAMD
(Jia et al., 2023). Essas simulacfes tinham como objetivo avaliar possiveis alteracdes
conformacionais globais, a estabilidade das proteinas apos cada alteracdo conformacional e
fornecer informacgbes sobre os mecanismos de interacdo em nivel molecular dentro desses
complexos. Estudos recentes utilizaram com sucesso essa técnica para obter informagoes
valiosas sobre a estrutura e a fungdo dos complexos proteina-ligante (Byléhn et al., 2021). Os
resultados dessas simulagdes tém implicacdes significativas, ndo apenas para o avango da nossa
compreensdo dos fendmenos ambientais, mas também para a otimizagdo de processos quimicos
destinados a melhorar a eficiéncia das reagdes (Du et al., 2016). Portanto, as ramificagcdes dessas
simulacBes se estendem por uma ampla gama de dominios cientificos e industriais, desde a

biotecnologia até a ciéncia dos materiais (Vamathevan et al., 2019).

5.4. Analise RMSD

Logo apds o docking molecular, o complexo constituido pela enzima lacase e a melhor
pose do corante RB5 foram selecionados por apresentarem as melhores energias de ligag¢ao para
o estudo da dindmica molecular, de acordo com o sitio catalitico da literatura (Figura 8).

A simulag¢do revelou que o valor médio de RMSD para a lacase permaneceu em torno
de 1,62 A ao longo das etapas de producdo até 51 ns, mas atingiu sua estabilizagdio no valor de
2,8 A. O corante RBS5 apresentou valores estiveis com um RMSD médio de 2,4 A ao longo de
sua rota, o que ¢ consistente com estudos anteriores que usaram simulagdes de MD para avaliar
a estabilidade de uma lacase em uma solugdo aquosa com diferentes ligantes contendo niveis
variados de hélice a e folhas B. (Cavallari et al., 2006). Além dessa observagao, também deve
ser enfatizado que os desvios quadraticos médios (RMSD) foram usados para descrever as
alteragdes conformacionais da proteina observadas durante as simulagdes de MD (Miyamoto et
al., 2014).

Figura 8 - Desvio quadratico médio (RMSD), referente a confirmagao inicial do
complexo ligante-enzima versus o tempo de simulagdo (ns) na etapa de simulagdes de producgao

do MD
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Fonte: Elaborado Pelo Autor (2024).

5.5. Anélise RMSF

Com base na analise do desvio quadratico médio (RMSD), a estabilidade dos complexos
foi confirmada. No entanto, para obter uma compreensdo mais profunda das mudangas
conformacionais observadas na proteina durante as simulagdes de dinamica molecular,
calculamos as flutuagdes na estrutura média da proteina em termos do Desvio Quadratico
M¢dio das Raizes das Posi¢des Atomicas (RMSF) (Vorobjev, 2001).

Esse calculo forneceu informagdes mais detalhadas sobre a dindmica da proteina durante
as simulagoes, o que nos permitiu avaliar o impacto das interagdes com os complexos formados
(Karplus et al., 1977).

O RMSF do sistema foi realizado para compreender o deslocamento ¢ a estabilidade de
cada residuo de proteina ao longo dos 100 nanossegundos da trajetéria da simulacao. A Figura
9 ilustra as principais interacdes do complexo em estudo, sugerindo mudancas conformacionais
significativas na enzima corante-laca durante a simulag¢do. Os resultados indicam que a
trajetoria da simulagdo de dinamica molecular para o complexo exibiu oscilagdes médias com

correlagdes significativas relativas a residuos criticos na replicacao (Qin et al., 2021; Roe &
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Brooks, 2020). Somente os residuos proximos ao Pro 481 apresentaram valores ligeiramente
superiores a 2,0 A. Apesar das flutuagdes observadas, os resultados indicam uma excelente
estabilidade da estrutura em solugdo aquosa. A conformacao obtida a partir da simulagao de
MD para a proteina complexada por meio da técnica de acoplamento forneceu informagdes
essenciais sobre os modos de ligacdo de moléculas pequenas em diferentes estados de

dobramento enzimatico. (Thirumalai et al., 2020).

Figura 9 - Root Mean Square Fluctuation (RMSF), referente a confirmagao inicial do complexo
ligante-enzima versus o tempo de simulacdo (ns) na etapa de simula¢des de produgdo do MD

com RB5/lacase.
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Fonte: Elaborado Pelo Autor (2024).

5.6. Analise de ligacdes H

A avaliacdo do nimero de ligagdes de hidrogénio desempenha uma fung¢do crucial na
determinagdo da estabilidade de um complexo em um sistema dinamico (Mascoli et al., 2021).
Apos 100 nanossegundos de simulagdo, foi possivel analisar as ligagdes de hidrogénio formadas
entre a lacase e seu ligante correspondente (RB5), conforme mostrado na Figura 10. Durante a

simulagdo, observamos variagdes nas redes de ligacdes de hidrogénio, com o numero de
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interagdes oscilando entre 3 e 4 para a lacase. No caso do complexo lacase-RB3, a presenca de
ligacdes de hidrogénio isoladas e um numero médio moderado de ligagdes de hidrogénio por
periodo (até 4 ligagdes) indicaram que as redes de ligagdes de hidrogénio eram relativamente
estaveis e consistentes. Essas conexdes se formaram de forma coerente ao longo da trajetéria
da simulacdo (Ragunathan et al., 2018).

A persisténcia dessas conexdes em momentos significativos sugere que essa interagao
contribuiu para a estabilidade do complexo, independentemente do tamanho e das
caracteristicas dos compostos envolvidos (Qin et al., 2021). Portanto, podemos observar
correlagdes complementares ao comparar as ligagdes de hidrogénio formadas durante a
dindmica molecular com aquelas obtidas anteriormente por meio do processo de acoplamento
(Coimbra et al., 2021). Portanto, isso indica a importancia da convergéncia de um método
inicialmente estatico para um processo continuo em um sistema dinamico (Schlosser & Korda,
2020).

Figura 10 - Ligacdes de hidrogénio formadas entre a proteina e o ligante durante as etapas da

simulacgao.
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Fonte: Elaborado Pelo Autor (2024).

5.7. Calculos SASA

A sigla "SASA" representa a "Area de Superficie Acessivel ao Solvente" e é uma
ferramenta fundamental na Simula¢do de Dindmica Molecular (MD) para estimar a por¢ao da
superficie de uma proteina que se torna disponivel para interagdes com o solvente,

principalmente a dgua, possibilitando a analise das interagdes entre a proteina e o ambiente
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soluvel (Pande et al.,, 2022). Consequentemente, observamos que os valores de SASA
ocorreram um aumento, no complexo enzima-corante ao longo da simula¢do de dindmica
molecular de 100 ns (como € visto na figura 11), indicando houve um relaxamento na estrutura
da enzima (Nobre et al., 2023; Pande et al., 2022). Como resultado, as moléculas de agua
obtiveram acesso a cavidade recentemente exposta a medida que os aminoacidos da lacase
revelaram sua estrutura compacta na presenca de corante RBS. Isso aponta para a importancia
critica dos canais e cavidades nas enzimas/proteinas no contexto da catalisagdo envolvida na

biorremediagdo de RBS.

Em resumo, a analise dos valores de SASA durante as simulagdes MD forneceu
informacdes importantes sobre a dinamica e estabilidade dos complexos. Os resultados deste
estudo poderiam potencialmente ser usados para informar o comportamento de um sistema que
interagem mais efetivamente com a superficie da proteina, ou para otimizar as condi¢des sob

as quais os complexos proteicos sdo formados.

Figura 11. Area de superficie acessivel ao solvente (SASA) da lacase em fungdo do tempo das
simulagdes de MD. As curvas sao médias de execucao dos dados brutos com uma janela de 100

ns.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

5.8. Calculos MM/GBSA

O célculo das energias livres de um complexo receptor pode ser feito calculando
energias de mecanica molecular combinadas com a solvatagdo generalizada de Born e area de

superficie continua (MM/GBSA) (Genheden & Ryde, 2015). MolAlICal, portanto, ¢ uma
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ferramenta computacional que estima rapidamente a energia livre de um sistema, com base na
abordagem de trés trajetorias obtidas por dindmica molecular e sem entropia de ligantes.

O complexo RB5/lacase, baseado em sua energia livre, apresentou um valor de -22.03
kcal/mol. Esse resultado esta apresentado na Tabela 3.

O termo variacdo de entropia diz respeito a perda de graus de liberdade resultante da
formagdo de uma ou mais interagdes, pois anteriormente havia apenas duas moléculas (ligante
e proteina), que podiam acessar quaisquer graus de liberdade rotacional, translacional ou
vibracional, agora hd um complexo onde o movimento das moléculas ¢ muito mais limitado
(Ben-Tal et al., 2000; Wright et al., 2014).

Esta estimativa pode entdo ser obtida a partir dos calculos dos modos normais para os
dois sistemas. Assim, para um complexo macromolecular com um alvo e um ligante, a energia
de interagdo deve ser estimada de acordo com as equacgdes 7, 8 € 9 (Emirik, 2022; gponer et al.,

1999).

AAEZ?ecgactlon (Ecomplex Etarget) (Ecomplex llgand) + TASNORMODS EQ- 7

AAEZ?ecgactlon Ecomplex Etarget Ecomplex + Ellgand + TASNORMODS Eq~ 8

AAEZ?ecgactlon Ellgand Etarget + TASNORMODS Eq- 9
Tabela 3. Dados de estimativa de energia livre do RB5 contra a lacase.

Com leX AEele + AGS()I AEvdw AGbind Standard

P (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) deviation

RB5/Lacase 17.038 -39.0662 -22.03 +/-0.0149

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).
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CONCLUSAO

O estudo mencionado descreve uma modelagem bem-sucedida das interagdes entre a
enzima lacase e o corante RBS5, destacando o potencial catalitico da lacase no processo de
biodegradacdo do corante. A analise in silico revelou que o corante RBS5 se liga proximo ao
local ativo da enzima com uma energia livre favoravel e véarias interagdes, como ligacdes de
hidrogénio, interagdes m-o, m-anion e m-enxofre. Além disso, as simulagdes de dinamica
molecular indicaram boa estabilidade do complexo enzima-substrato, com baixos valores de
RMSD, sugerindo que as posturas de acoplamento utilizadas foram apropriadas para permitir a

reacdo sem impedimentos.

A avaliagado MMGBSA sugeriu que o complexo formado entre a lacase e o corante RB5
teve a melhor estimativa de energia livre, indicando uma interacdo favoravel entre a enzima e
o substrato. No entanto, ¢ importante ressaltar que, embora as simula¢des computacionais
fornecam uma ferramenta valiosa para a triagem inicial de interagdes enzima-substrato, as
aplicagdes subsequentes in vitro € em escala expandida enfrentam desafios adicionais, como
condicdes de transporte, atividade catalitica real, possiveis efeitos de inibicdo da enzima,
equilibrio quimico e caracteristicas fisico-quimicas do sistema em condi¢des reais, que

requerem mais estudos e consideragoes.

Com base nos objetivos estabelecidos, concluimos que a avaliagdo do potencial da
enzima lacase de Trametes versicolor no processo de biodegradacao de corantes da industria
téxtil por meio de estudos de simulagdo computacionais ¢ uma abordagem promissora. O
levantamento bibliografico e a organiza¢do da metodologia forneceram uma base solida para o
estudo. Os célculos das interagdes energéticas entre a lacase e os corantes permitiram uma
avaliacdo precisa das ligacdes envolvidas. A identificagdo das regides dos corantes mais
importantes para o acoplamento nos sitios de ligacdo da enzima e a determinagao do raio de
convergéncia de estabiliza¢do dos complexos ligante-receptor sao contribui¢des significativas
para a compreensao dos mecanismos envolvidos na degradagido dos corantes. Esses resultados
fornecem insights valiosos para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes e sustentaveis
para o tratamento de efluentes téxteis, contribuindo assim para a redu¢do do impacto ambiental

da industria téxtil.
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Portanto, o estudo sugere que a lacase pode desempenhar um papel significativo como
catalisador no processo de biodegradacdo do corante RB5. No entanto, s3o necessarios mais
pesquisas e experimentos para confirmar e compreender completamente seu potencial nesse
contexto especifico. Como futuras diregdes de pesquisa, podem ser realizadas analises com
outras estruturas da enzima lacase e diferentes corantes, ampliando assim o escopo de
aplicabilidade. Além disso, a comparagdo dos resultados obtidos com outras enzimas de
potencial biodegradante pode oferecer insights adicionais sobre a eficacia e a especificidade da
lacase em relacao a outros sistemas enzimaticos. Essas abordagens complementares podem
contribuir para o avanco do conhecimento e o desenvolvimento de estratégias mais abrangentes

para o tratamento de efluentes téxteis.
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