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RESUMO 

 

Estudos previamente realizados no nosso grupo de pesquisa revelaram o potencial enzimático 

do fungo filamentoso Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (cepa UFCM 0089) na 

biotransformação do produto natural annonalida (1), isolado das raízes da planta Casimirella 

ampla e dos seus derivados semissintéticos O-acilados (4-7) na cadeia lateral. A formação dos 

produtos e suas proporções, bem como a atividade enzimática do fungo, mostraram-se 

dependentes da presença do grupo acila na molécula, bem como do tamanho da cadeia 

lipofílica. Em todos os casos, a enzima lipase do fungo teve um papel importante na formação 

dos produtos. Assim, este trabalho envolveu o estudo in silico da atividade catalítica da lipase 

na bioconversão de 1, 4-7 para auxiliar no entendimento dos resultados experimentais obtidos. 

Utilizando-se a sequência primária da lipase do fungo F. oxysporum e as coordenadas 

cristalográficas da lipase de TLL (PDB ID: 1EIN), foram utilizadas técnicas de modelagem 

molecular por homologia para obter-se a estrutura tridimensional da lipase de F. oxysporum. A 

conformação final modelada foi empregada nas etapas de ancoramento molecular, juntamente 

com as moléculas (substratos) a serem investigadas. Dentre os resultados obtidos, foi possível 

caracterizar o modo de interação enzima-substrato, selecionando-se as poses que seguiram os 

critérios do NAC. Por fim, os complexos (enzima-substrato) selecionados passaram pelo 

processo de acoplamento induzido, o qual permitiu o ajuste complementar entre as 

conformações da enzima e dos substratos, mimetizando o processo observado in vitro. Os 

resultados teóricos corroboraram os experimentais, evidenciando que o aumento da cadeia 

carbônica do grupo acila na cadeia lateral dos substratos investigados (1, 4-7) aumenta a 

atividade da lipase do fungo F. oxysporum. As simulações de acoplamento induzido 

confirmaram a estabilidade de algumas das conformações obtidas no docking molecular, 

revelando as conformações Lig1_conf1, Lig5_conf1, Lig6_conf1 e Lig7_conf1 como sendo 

as mais estáveis. A conformação Lig4_conf1 mostrou baixa estabilidade comparada às dos 

demais substratos. Os cálculos de MM-PBSA permitiram estimar a afinidade dos complexos 

biomoleculares e mostraram que o aumento da cadeia acila lateral do substrato aumentava a 

atividade da lipase. Todos estes resultados corroboraram os experimentais de biotransformação 

dos substratos por células em crescimento do fungo. 

 

Palavras-chave: annonalida; Fusarium oxysporum; lipase; ancoramento molecular; dinâmica 

molecular.  



ABSTRACT 

 

Previous studies carried out in our research group revealed the enzymatic potential of the 

filamentous fungus Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (strain UFCM 0089) in the 

biotransformation of the natural product annonalide (1), isolated from the roots of the plant 

species Casimirella ampla, and its O-acyl semi-synthetic derivatives (4-7) in the side chain. 

The formation of the products and their proportions, as well as the enzymatic activity of the 

fungus, were dependent on the presence of the acyl group in the molecule, besides the size of 

the lipophilic chain. In all cases, fungal lipase activity played an important role on the product 

formation. Thus, the in silico study on the activity of lipase in the bioconversion of 1, 4-7 was 

carried out to help the understanding of the experimental results. Using the primary sequence 

of the lipase from the fungus F. oxysporum and the crystallographic coordinates of the lipase 

from TLL (PDB ID: 1EIN), molecular homology modeling techniques were used to obtain the 

three-dimensional structure of the lipase from F. oxysporum. The final modeled conformation 

was used in the molecular anchoring steps, together with the molecules (substrates) to be 

investigated. Among the obtained results, it was possible to characterize the enzyme-substrate 

interaction mode, selecting the poses that followed the NAC criteria. Finally, the selected 

complexes (enzyme-substrate) went through the induced coupling process, which allowed the 

complementary adjustment between the enzyme and substrate conformations, mimicking the 

process observed in vitro. The theoretical results corroborate the experimental ones, showing 

that the increase in the carbon chain of the acyl group in the side chain of the investigated 

substrates (1, 4-7) increases the lipase activity of the fungus F. oxysporum. Then, the induced 

coupling simulations confirmed the stability of some of the conformations obtained in the 

molecular docking, revealing the Lig1_conf1, Lig5_conf1, Lig6_conf1 and Lig7_conf1 

conformations as being the most stable. The Lig4_conf1 conformation showed low stability 

compared to the other substrates. The MM-PBSA calculations allowed to estimate the affinity 

of the biomolecular complexes and showed that the increase in the acyl side chain of the 

substrate increased the lipase activity. All these results corroborated the experimental 

biotransformation of substrates by growing cells of the fungus. 

 

Keywords: annonalide; Fusarium oxysporum; lipase; molecular docking; molecular dynamic.  
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1 INTRODUÇÃO 

As enzimas são catalisadores muito eficientes e seletivos, que apresentam diversas 

vantagens em relação aos catalisadores químicos convencionais (CARVALHO, 2012; 

OTTOSSON, 2001). A partir do conhecimento da estrutura tridimensional desses 

biocatalisadores, é possível investigar o mecanismo catalítico, bem como propor o emprego de 

determinadas enzimas em uma dada reação química. Nesse contexto, as ferramentas 

computacionais, como a bioinformática estrutural, ganham destaque já que permitem explicar 

quais tipos de conformações, interações e ligações podem estar envolvidas entre a enzima e o 

substrato (CURADO-CARBALLADA; FEIXAS; OSUNA, 2019).  

Durante o estudo de mecanismos catalíticos, a utilização de dados tridimensionais 

da estrutura enzimática em simulações computacionais é de fundamental importância, pois 

fornece informações em nível atômico acerca das interações das moléculas com os resíduos de 

aminoácidos na enzima. Contudo, a utilização de modelos estruturais estáticos, muitas vezes 

mascaram a interação entre enzima-ligante por tratarem ambos como corpos rígidos. Para 

contornar esta limitação, técnicas de amostragem estrutural computacional geralmente são 

empregadas, bem como simulações que mimetizam o processo de acoplamento induzido entre 

a enzima e o substrato. As coordenadas espaciais de proteínas podem ser obtidas por técnicas 

experimentais, tais como a difração de raios-X, ressonância magnética nuclear (RMN) e 

microscopia eletrônica criogênica (CRYO-EM). Alternativamente, na ausência de dados 

experimentais, técnicas computacionais de modelagem por homologia podem ser empregadas. 

Na modelagem por homologia, é necessário (i) conhecer-se a sua sequência primária da proteína 

de interesse, (ii) e identificar a estrutura terciária de outra proteína (com sequência primária 

similar), para servir de modelo estrutural (ALLAN SVENDSEN, 2016; SILVA, VIVIANE 

APARECIDA DA, 2017; SOUZA, 2012).  

O ancoramento molecular (do inglês, docking) é uma das técnicas computacionais 

mais importantes na bioinformática, pois permite compreender as interações envolvidas no 

complexo enzima-substrato (BARROS, 2015; SOUZA, 2012). Esta técnica é baseada em 

algoritmos de busca e funções de pontuação de energia (scoring), a última levando em 

consideração a energia de ligação entre receptor-ligante na busca dos melhores modos de 

ligação. De acordo com o tratamento dado ao sistema, as simulações de docking podem ser 

classificadas como: (i) docking rígido, quando tanto o ligante quanto o receptor são tratados 

como corpos rígidos; (ii) semi-flexível, quando o ligante é tratado com um corpo flexível e 

receptor como um corpo rígido; (iii) flexível, quando ambos, o ligante e o receptor, são tratados 
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de forma flexível (SILVA, 2017). A partir da técnica de docking molecular pode-se determinar 

a melhor conformação que se encaixa no sítio ativo do alvo de interesse, compreendendo as 

interações envolvidas, tais como interações hidrofóbicas, eletrostática e ligações de hidrogênio, 

entre outras (BARROS, 2015; SOUZA, 2012). 

A partir de simulações de dinâmica molecular (DM), é possível observar que, ao 

considerar a proteína como rígida, deixa-se de lado as flutuações térmicas dos átomos, as quais 

levariam a uma infinidade de “subestados conformacionais” da enzima (AMARO et al., 2018). 

Neste sentido, durante simulações computacionais é fundamental buscar-se o equilíbrio da 

estrutura representativa da interação entre a enzima e o substrato pela técnica de acoplamento 

induzido, a qual permite avaliar a estabilidade das interações bem como os estados 

conformacionais em equilíbrio na presença de solvente. O acoplamento induzido se baseia na 

forma como o receptor (enzima) e o ligante (substrato) se ajustam entre si durante o 

reconhecimento molecular. O conceito dos estados conformacionais se baseia no emprego de  

um conjunto de conformações do receptor, com estruturas e energias similares, para posterior 

seleção da conformação que apresente menor energia na interação com o substrato (SILVEIRA, 

2018). 

Outros métodos computacionais podem ser utilizados para prever a afinidade de 

interação como MM-PBSA que calcula a energia de interação entre receptor-ligante. Esse 

método é muito utilizado para estudar complexos biomoleculares, permitindo prever a 

estabilidade relativa desses complexos (KUMARI et al., 2014; SHAO et al., 2021). A partir 

dos vários frames do sistema em equilíbrio é possível realizar os cálculos de MM/PBSA e 

estimar a energia de interação entre o receptor com ligante na presença de solvente. (KUMARI 

et al., 2014): 

Neste trabalho, foram empregadas as seguintes técnicas computacionais: 

(i) Modelagem molecular por homologia para o estabelecimento da estrutura 

tridimensional da lipase a ser investigada; 

(ii) Docking molecular para a seleção da melhor interação lipase-substrato; 

(iii) Dinâmica molecular para promover o acoplamento induzido e confirmar a 

estabilidade estrutural dos complexos obtidos na etapa de docking 

molecular. 

(iv) Cálculos de energia livre de interação através da técnica de MM/PBSA para 

melhor avaliar a energia de interação de cada complexo. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Realizar o estudo teórico da atividade catalítica da lipase do fungo Fusarium 

oxysporum na bioconversão do diterpeno annonalida e seus derivados O-acilados. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Obter modelos estruturais da lipase do fungo F. oxysporum f. sp. tracheiphilum através 

da técnica de modelagem molecular por homologia; 

 Simular o mecanismo catalítico e a participação das modificações químicas do substrato 

na catálise; 

 Identificar o potencial de interação entre a lipase do fungo e a annonalida e seus 

derivados O-acilados. 
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3 ESTADO DA ARTE 

3.1 Biocatálise e enzimas 

Nas últimas décadas, têm-se buscado novas estratégias de preparação de compostos 

químicos, ou até mesmo o aprimoramento das já existentes, visando sempre diminuir os 

impactos ao meio ambiente e à saúde humana (NASÁRIO, 2017; SOUSA, 2016). Dentre elas 

destaca-se a biocatálise, que consiste no uso de enzimas isoladas ou células inteiras de bactérias, 

fungos, microalgas e plantas, entre outras, como catalisadores em reações orgânicas 

(FERREIRA et al., 2015; GARZÓN-POSSE et al., 2018; LIU et al., 2018). 

O emprego de enzimas como catalisadores apresenta algumas vantagens reacionais, 

tais como: formação do produto com alta seletividade (quimio-, regio-, enantio- e 

diastereosseletividade); aceleração da reação em 106 a 1014 vezes, quando comparada com as 

reações não enzimáticas; emprego de condições brandas (pH neutro e temperatura ambiente), 

o que minimiza a ocorrência de reações indesejadas, e ambientalmente aceitáveis (enzimas são 

biodegradáveis) (CARVALHO, 2012). 

A Figura 1 apresenta o diagrama de energia livre de uma reação realizada sob 

catálise enzimática versus o de uma reação não catalisada, onde é possível observar a 

coordenada das reações de conversão do substrato (S) em produto (P). É no estado de transição 

[ET]≠, pico máximo de energia, que ocorre o processo de quebra e formação de ligações. Assim, 

nas reações biocatalisadas, observa-se uma diminuição da energia livre de ativação (ΔG≠
cat) do 

[ET]≠, que leva ao aumento da velocidade da reação (FABER, 2011; PUNEKAR, 2018; SILVA, 

THIAGO BARCELLOS DA, 2011). 
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Figura 1 - Diagramas de energia livre de uma reação catalisada por enzimas (E) versus o de 

uma reação não catalisada. 

 
Fonte: Adaptado de FABER, 2011; PUNEKAR, 2018. 

 

Sendo em sua maioria proteínas, as enzimas são formadas por aminoácidos e têm 

massas molares de aproximadamente 15.000 a 1.000.000 Da (FABER, 2011). Exatamente 20 

aminoácidos proteicos diferentes são encontrados nas suas estruturas, todos eles contendo os 

grupos carboxila e amino ligados ao mesmo átomo de carbono (C-α) da cadeia principal, 

variando-se apenas o grupo substituinte R ligado ao C-α (Figura 2a). Os aminoácidos, diferentes 

em estrutura, tamanho, carga elétrica e solubilidade em água, são unidos por ligações 

peptídicas, formando a estrutura proteica. A sequência exata de α-aminoácidos formando uma 

cadeia é chamado de estrutura primária (Figura 2b). Essa cadeia de aminoácidos se dobra 

formando arranjos estáveis, que é denominada estrutura secundária (Figura 2c). Já os arranjos 

tridimensionais, formados através de elementos estruturais secundários, são denominados de 

estrutura terciária (Figura 2d). Por fim, tem-se a estrutura quaternária, que é obtida a partir do 

agregado de duas ou mais subunidades polipeptídicas (Figura 2e) (NELSON; COX, 2002; 

SELZER; MARHÖFER; KOCH, 2018; SOLOMONS; FRYHLE, 2015). 
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Figura 2 - Representação da estrutura química de um aminoácido (a) e dos níveis da estrutura 

proteica: primária (b), secundária (c), terciária (d) e quaternária (e). 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A estrutura terciária da enzima apresenta pequenas regiões onde irá ocorrer a 

catalise. Elas estão localizadas próximo ou na superfície da enzima e são denominadas de sítio 

ativo. A forma como os aminoácidos presentes no sítio ativo (Figura 3) se rearranjam é 

determinante na interação da enzima com o substrato a ser transformado (ASSUNÇÃO, 2008; 

SOUSA, 2016). 

 

Figura 3 - Representação dos aminoácidos presentes no sítio ativo de uma enzima hipotética 

interagindo com o ligante. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB) definiu um 

sistema de nomenclatura e classificação para as enzimas, o qual emprega a classificação E.C. 

(Enzyme Comission), seguida por números (ex.: creatina fosfotransferase que tem número de 
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classificação EC 2.7.3.2). Existem seis categorias gerais para classificar as enzimas (Tabela 1), 

de acordo com o tipo de reações que catalisam (PUNEKAR, 2018). 

 

Tabela 1 - Classificação das enzimas de acordo com a União Internacional de Bioquímica e 

Biologia Molecular (IUBMB). E.C.= Enzyme Comission 

E.C. Classes Tipo de reação catalisada Subclasse 

1 Oxidoredutases Oxidação-redução 
Hidrogenases, oxidases, 

peroxidases e redutases 

2 Transferases 
Transferência de grupos de uma 

molécula à outra 
Transaldolases e 

transcetolases 

3 Hidrolases 
Hidrólise ou formação de ésteres, 

amidas, lactonas, entre outros 
Esterases, lipases, 

peptidases, fosfotases 

4 Liases 
Quebra de ligação através da adição e 

eliminação em C=C, C=N e C=O 
Descarboxilases, 

efosfatases 

5 Isomerases 
Isomerização (racemização, 

epimerização e rearranjo) 
Racemases e epimerases 

6 Ligases 
Formação de ligações  

C-O, C-S, C-N e C-C 
Sintetases 

Fonte: PUNEKAR, 2018. 

 

3.2 Lipases 

As lipases (EC 3.1.1.3), que são uma subclasse das hidrolases, são responsáveis 

pela hidrólise de triglicerídeos de cadeia longa, formando glicerol e ácidos graxos (ERICSSON 

et al., 2008; TUANGPORN PANUTHAI et al., 2012). Também conhecidas como serina 

hidrolases, as lipases apresentam uma dobra comum α/β-hidrolase e o mecanismo de atuação 

dessas enzimas envolve a participação da tríade catalítica serina (Ser), histidina (His) e aspartato 

(Asp) (ou glutamato, Glu) presente no sítio ativo (ANOBOM et al., 2014; OTTOSSON, 2001; 

ZORN et al., 2018). A catálise ocorre em quatro etapas, pelo mecanismo apresentado na Figura 

4. Inicialmente, há a desprotonação da hidroxila da serina pela atuação da histidina e do 

aspartato, gerando o ânion Ser-O- que ataca o carbono da carboxila do substrato (Figura 4, etapa 

1). O intermediário tetraédrico formado, que é estabilizado por ligações de hidrogênio, é 

posteriormente convertido no intermediário acil-enzima (Figura 4, etapa 2) através da 

regeneração da ligação π (C=O) e liberação do álcool (R`OH). Na etapa 3 (Figura 4) ocorre a 

desacilação do intermediário acil-enzima, mediada pelo ataque nucleofílico da H2O presente no 

meio e ocorre a formação do segundo intermediário tetraédrico. Por fim, ocorre a formação do 

produto de hidrólise (ácido carboxílico) através da regeneração da ligação π (C=O) e liberação 

da tríade catalítica (Figura 4, Etapa 4) (ANOBOM et al., 2014; FONSECA et al., 2020; REIS 

et al., 2009). 
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Figura 4 - Mecanismo de atuação das lipases. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As lipases apresentam um subdomínio localizado sobre o sítio ativo, chamado de 

tampa, que pode se apresentar de duas formas: (i) tampa fechada (lipase inativa) - conformação 

em que o sítio ativo está protegido do meio ambiente, sendo incapaz do substrato interagir com 

a tríade catalítica; (ii) tampa aberta (lipase ativa) - conformação que permite que o substrato 

entre em contato com os aminoácidos do sítio ativo (KHAN et al., 2017).  A Figura 5 apresenta 

as estruturas resolvidas da lipase do micro-organismo Thermomyces lanuginosus, com 

conformação fechada (a) (PDB: 1DT3) e conformação aberta (b) (PDB: 1EIN). 

 

Figura 5 - Duas conformações da lipase de Thermomyces lanuginosus, fechada (a) (código 

PDB: 1DT3) e aberta (b) (código PDB: 1EIN). As tampas fechada e aberta, bem como a tríade 

catalítica, foram destacadas pelas cores laranja, magenta e amarelo, respectivamente. 

 
 

(a) Conformação fechada (b) Conformação aberta 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Esta é uma característica da maioria das lipases, que levou ao fenômeno conhecido 

como catálise interfacial. Esse fenômeno pode ser observado em lipases presentes em meios 

ausentes de uma interface aquosa/lipídica, em que prevalece a conformação fechada e a lipase 

apresenta-se como inativa, pois o sítio ativo é coberto por uma α-hélice móvel (FABER, 2011). 

Já em contato com uma interface de um sistema bifásico de óleo-água, pode-se perceber a 

conformação aberta, o que acontece porque a α-hélice se move tornando a lipase ativa (KHAN 

et al., 2017; REHM; TRODLER; PLEISS, 2010).  

 

3.3 Fungos como produtores de lipases 

As lipases podem ser encontradas em diversos micro-organismos, como bactérias, 

leveduras e fungos filamentosos (SILVA, 2015). Dentre estes, destacam-se os fungos como os 

principais produtores dessas enzimas, de forma extracelular (MORAES, 2014; TUANGPORN 

PANUTHAI et al., 2012). Exemplos de fungos produtores de lipases são Aspergillus awamori 

(NAVVABI et al., 2018), A. sydowii (ABDEL-FATTAH; HAMMAD, 2002), A. niger 

(CURADO-CARBALLADA; FEIXAS; OSUNA, 2019; RAMOS et al., 2011) Penicillium 

citrinum (FERREIRA et al., 2015) e Fusarium oxysporum (GOMES, Akenaton O C V et al., 

2020; TUANGPORN PANUTHAI et al., 2012).  

  

3.3.1 Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum (Fot) (E.F. Smith) W.C. Snyder & H.N. 

Hansen  

O gênero Fusarium foi relatado pela primeira vez pelo micologista alemão Link, 

em 1809, e atualmente recebe a seguinte classificação: reino Fungi, filo Ascomycota, classe 

Sordariomycetes, ordem Hypocreales, família Nectriaceae (VELOSO, 2013). As espécies desse 

gênero encontram-se amplamente distribuídas em todo o mundo, muitas delas sendo 

reconhecidas como fitopatogênicas, causando grande prejuízos para a agricultura. Além disso, 

por serem produtores de micotoxinas, também são um problema para indústrias de alimentos e 

pecuária, por causarem infecção de animais e humanos devido a ingestão de alimento 

contaminado (LESLIE; SUMMERELL, 2007). 

O fungo F. oxysporum f. sp. tracheiphilum (Fot) (E.F. Smith) W.C. Snyder & H.N. 

Hansen é o causador de uma das doenças com maior incidência no nordeste brasileiro, a 

murcha-de-fusário (PIO-RIBEIRO; FILHO, 1997). Este micro-organismo foi isolado do feijão-

caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), uma espécie de feijão originada da África e introduzida 

no Brasil pelos portugueses (VELOSO, 2013). O fungo se encontrada na forma clamidósporos, 
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causando redução do crescimento das plantas, clorose, murcha e queda das folhas, além de 

podridão e morte das culturas infectadas (BERGER et al., 2016; RODRIGUES; NETO; 

COELHO, 2006). 

O potencial enzimático de espécies de F. oxysporum foi relatado na literatura, 

destacando a espécie como produtoras de lipases, cutinases, esterase, entre outras (MORAES, 

2014; SIQUEIRA, 2017). Recentemente, um isolado de F. oxysporum f. sp. tracheiphilum 

(cepa UFCM 0089) foi empregado na biotransformação do produto natural annonalida, e o 

produto formado na reação sugeriu a participação das enzimas lipase, descarboxilase e 

alcodisidrogenase produzidas pelo fungo (GOMES, Akenaton O C V et al., 2020). 

3.4 Annonalida e derivados: resultados preliminares do grupo 

A annonalida (1, Figura 6), 15-oxo-16-ol, 3β,20-epóxi-3α-hidroxi-9-epi-7-

pimarano-19,6β-olida, é um diterpeno do tipo pimarano, isolado como metabólito secundário 

das raízes da planta Casimirella ampla (anteriormente Humirianthera ampla). Outros 

diterpenos análogos de 1, também foram isolados da mesma planta (GRAEBNER et al., 2000). 

Dentre eles, destaca-se o acrenol (2), que se distingue de 1 pela presença de uma hidroxila no 

carbono 15 da cadeia lateral, ao invés do grupo carbonila presente na annonalida. As 

configurações absolutas de 1 e 2 já foram estabelecidas na literatura (BRITO, Maria V. et al., 

2018) e encontram-se apresentadas na Figura 6. 

 

Figura 6 - Representação estrutural dos diterpenos pimaranos annonalida (1) e acrenol (2). 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A annonalida (1) também foi isolada de C. ampla (coletada no Acre) pelo nosso 

grupo de pesquisa (BRITO, Maria V. et al., 2018; MARQUES, Ricardo A et al., 2018) e 

avaliada quanto ao seu potencial citotóxico contra linhagem de células tumorais HL-60 

(leucemia), COLO-205 (carcinoma de cólon humano), SW-260 (carcinoma de cólon humano), 

MDA-MB 435 (mama – humano), SF-295 (glioblastoma) e B-16-F-10 (melanoma murinho) 

(MARQUES, Ricardo de Araújo, 2011). Os resultados de citotoxicidade foram promissores e 

motivaram a semissíntese de derivados, através de transformações químicas na cadeia lateral 
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da molécula (Figura 7), para o estudo da relação estrutura-atividade (BRITO, Maria Vieira de, 

2016; BRITO, Maria V. et al., 2018; GOMES, Akenaton Onassis Cardoso Viana, 2014; 

MARQUES, Ricardo A et al., 2018). As modificações envolveram a conversão da carbonila 

(em C-15) da cadeia lateral em oxima, além da acilação da hidroxila em C-16 e substituição da 

mesma hidroxila por halogênios. 

 

Figura 7 - Representação estrutural da annonalida (1) e seus derivados semissintéticos. 

 

 
Fonte: Adaptado de MARQUES et al., 2018. 

 

Nosso grupo de pesquisa também submeteu a annonalida (1) à transformação 

enzimática por células em crescimento do fungo filamentoso F. oxysporum f. sp. tracheiphilum 

(cepa UFCM 0089) (GOMES, Akenaton O C V et al., 2020). Esta biotransformação resultou 

como produto a nor-annonalida (3), sugerindo a atuação de três enzimas, lipase, descarboxilase 

e álcool desidrogenase (ADH), do fungo (Figura 8). 
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Figura 8 - Biotransformação da annonalida (1) formando a nor-annonalida (3) 

 
Fonte: GOMES et al., 2020. 

 

Posteriormente, os derivados O-acilados da annonalida também foram submetidos 

à biotransformação pelo mesmo fungo e os produtos não purificados (bruto reacional) da reação 

foram analisados por espectrometria de massas de alta resolução (resultados não publicados). 

Diferentemente do que foi observado na biotransformação da annonalida (1), os produtos 

obtidos (exceto para o O-acetilado que não sofreu transformação) foram resultados apenas da 

hidrólise do grupo acila, gerando 1, e da redução da carbonila da cadeia lateral, formando o 

acrenol (2) (ou seu diastereoisômero). Estes resultados sugeriram a participação das enzimas 

lipase (hidrólise do grupo acila) e ADH (redução da carbonila) do fungo e mostraram a 

influência do tamanho da cadeia acila na biotransformação. 

 

Figura 9 - Biotransformação dos derivados (4) O-acetilado, (5) O-propanoilado, (6) O-

hexanoilado e (7) O-decanoilado, formando annonalida (1) pela atuação da lipase e formando 

acrenol (2), pela atuação do álcool desidrogenase (ADH). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Além disso, a comparação dos resultados dos experimentos de biotransformação do 

produto natural 1 (Figura 8) e dos seus derivados O-acilados (Figura 9), revelaram que a região 

de atuação da enzima lipase do fungo na molécula é dependente da presença/ausência do grupo 

acila na cadeia lateral. Dessa forma, vislumbrou-se o estudo teórico da atividade catalítica da 

lipase do fungo F. oxysporum na bioconversão do diterpeno annonalida e seus derivados O-

acilados para melhor estabelecer a relação entre a interação das lipases e os substratos e associar 

esta interação/bioconversão às funções desempenhadas pelos produtos da catálise. 

3.5 Técnicas teóricas 

3.5.1 Modelagem molecular por homologia 

A modelagem molecular é uma ferramenta que permite a construção de modelos 

tridimensionais de proteínas/enzimas a partir de um conjunto de ferramentas gráficas que 

permite a construção, edição e visualização, análise e armazenamento de moléculas complexas. 

Esta ferramenta é amplamente empregada na análise das variações conformacionais das 

enzimas, permitindo prever como a estrutura se comporta com uma variedade de compostos 

(BARREIRO et al., 1997; SOUZA, 2012). 

Quando a estrutura tridimensional de uma proteína de interesse não está resolvida, 

é possível recorrer à cálculos assistidos por computador para fornecer tal estimativa, em que se 

pode fazer uma comparação de partes da enzima de interesse com outras enzimas cuja a 

estrutura tridimensional é resolvida, empregando uma técnica conhecida como modelagem 

molecular comparativa ou por homologia (APWEILER, 2004; BATEMAN et al., 2017; 

FABER, 2011; SILVEIRA, 2018). Esta técnica parte do princípio que existe certa similaridade 

entre sequências de aminoácidos entre duas proteínas. Cerca de 60 % de similaridade é 

considerada suficiente para apresentar bons resultados; valores menores podem gerar modelos 

tridimensionais não confiáveis (FABER, 2011). O SWISS-MODEL é um servidor da web que 

se destaca por superar, de maneira significativa, outros servidores de modelagem, devido a seu 

menor tempo de resposta, qualidade na previsão de estrutura quaternária e confiança no modelo. 

Além disso, ele foi continuamente desenvolvendo-se  ao longo dos anos (aprimorou-se desde o 

seu surgimento há 25 anos) e atualmente destaca-se entre os servidores de modelagem 

comparativa totalmente automatizados (WATERHOUSE et al., 2018). 

A construção de modelos tridimensionais por modelagem molecular comparativa 

segue 4 etapas, conforme apresentada na Figura 10. Após a modelagem, através da análise do 

gráfico de Ramachandran (Figura 10c) (RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, 1968) é 
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possível encontrar aminoácidos em regiões que apresentam energia favorecidas, permitidas ou 

proibidas. Neste trabalho, para refinar a estrutura modelada, foi realizada uma minimização 

energética (otimização estrutural) em caixa d’agua utilizando-se o pacote Gromacs (LINDAHL 

et al., 2018). A análise de Ramachandran foi realizada após a modelagem por homologia e 

repetida após as etapas de minimização energética do sistema. 

 

Figura 10 - Etapas teóricas da modelagem molecular comparativa para construção de modelos 

tridimensionais. 

 
Fonte: Adaptado de (NISHI, 2016) 

 

3.5.2 Ancoramento molecular 

Mais conhecido entre a comunidade científica pelo seu nome em inglês, docking, o 

ancoramento molecular é uma técnica da bioinformática importante, que auxilia na predição de 

mecanismos envolvidos nas interações entre uma macromolécula (receptor) e um ligante 

(substrato) (BARRETO, 2017). Assim, a técnica pode ser usada para identificar e validar as 

interações entre a enzima e o substrato num estudo de biocatálise. Isso só é possível porque essa 

técnica de encaixe molecular permite a realização de simulações de todas as orientações 

envolvidas na interação receptor-ligante (SELZER; MARHÖFER; KOCH, 2018). 

O encaixe molecular fornece informações importantes sobre as interações 

intermoleculares que ocorrem entre os aminoácidos presentes no sítio ativo da enzima e o 

substrato (SOUZA, 2012), tais como van der Waals, hidrofóbicas, iônicas, ligações de 

hidrogênio, cátion-π, dentre outras (VERLI, 2014). A Figura 11 representa um encaixe 

molecular entre o receptor-ligante. 
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Figura 11 - Docking molecular: encaixe molecular entre o receptor-ligante. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

Atualmente, vários programas são empregados para realização de Docking 

molecular. Dentre eles, destacam-se os programas gratuitos, como GOLD, FlexX, AutoDock, 

AutoDock Vina Glide e Molegro Virtual Docker (SOUZA, 2012). 

Os resultados obtidos nos ensaios computacionais são dados em termos da energia 

de ligação necessária para que a provável molécula bioativa se ligue ao sítio ativo do alvo 

molecular selecionado. Assim, a molécula que apresentar menor quantidade de energia ao se 

ligar ao sítio ativo, será aquela que, teoricamente, apresentará melhor resultado de atividade 

biológica (FORLI et al., 2016).  

Existe outro fator bastante significativo que deve ser analisado; é o caso da 

diminuição da energia livre de ativação (ΔG≠), que está atrelado a uma organização das 

interações eletrostáticas e favorece o estado de transição (ET). Fonseca e colaboradores (2020), 

afirmam que existem conformações mais próximas ao ataque (do inglês Near Attack 

Conformation (NAC)), nas quais ocorre uma diminuição da barreira energética para formação 

do produto quando o complexo receptor-ligante adquire conformação compatível para que o 

oxigênio da serina catalítica (Ser-O) esteja próximo o suficiente (com poucos Angstrons de 

distância) do carbono eletrofílico do ligante para a catalise enzimática. Além da distância que 

deve ser entre 3,0 e 3,2 Å, o ângulo deve estar entre 84 e 112° (BOROWIECKI et al., 2016). É 

possível encontrar na literatura a informação de que esse ataque só seria afetado com distâncias 

maiores que 4,0 Å (BRUICE; LIGHTSTONE, 1999; FONSECA et al., 2020) e ângulo de 

próximo a 90º. 

  

3.5.3 Dinâmica molecular (DM) 

Um conjunto estrutural da proteína pode ser obtido por simulações de Dinâmica 

Molecular (DM), que é uma técnica que estuda a dinâmica dos átomos ou partículas em um 

sistema biomolecular. Tais simulações permitem se obter informações detalhadas de como 

ocorre a interação receptor-ligante, elucidando a mudança conformacional que é fundamental 
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para o entendimento dos mecanismos subjacente em processos biológicos (ALLAN 

SVENDSEN, 2016; ELLINGSON et al., 2015). 

As simulações de DM são uma extensão da Mecânica Molecular, esta última 

baseada na equação de movimento de Newton. Fundamentada no princípios da Mecânica 

Clássica, a DM busca entender o comportamento dinâmico de um sistema molecular, 

permitindo observar a evolução dos átomos durante sua trajetória e extrair suas propriedades 

(SHARMA; KUMAR; CHANDRA, 2019; SILVEIRA, 2018). Assim, esta técnica 

computacional pode ser aplicada em fenômenos físicos de equilíbrio e não equilíbrio. A 

equação do movimento pode ser descrita para um sistema atômico simples, como mostrando a 

seguir, onde 𝐹𝑖 é a força que atua sobre cada átomo do sistema no instante 𝑡 e 𝑎𝑖 é a aceleração 

do átomo 𝑖 de massa 𝑚𝑖: 

 

𝐹𝑖(𝑡) = 𝑚𝑖 . 𝑎𝑖                                                                           (𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟏) 

 

Após definido o campo de força, pode-se calcular a derivada primeira de primeira 

ordem da energia potencial:  

𝐹𝑖(𝑡) = −
𝜕𝑉(𝑟𝑖)

𝜕𝑟𝑖
                                                                          (𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟐)  

 

Assim, obtém-se: 

 

−
𝜕𝑉(𝑟𝑖)

𝜕𝑟𝑖
= 𝑚𝑖

𝑑2𝑟𝑖

𝑑𝑡2
                                                                      (𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟑) 

 

Em DM, utilizam-se algoritmos integradores, onde a integração é feita com a 

variação do tempo ∆𝑡, permitindo tratar todos os movimentos de maior frequência, como as 

vibrações das ligações (CARVALHO, 2015). 

A trajetória do cálculo da dinâmica molecular ocorre partindo-se de uma estrutura 

inicial, para a qual calcula-se as forças que agem sobre cada átomo. Assim, é possível se obter 

as acelerações, velocidades e novas posições dos átomos utilizando a Equação 3. Em seguida, 

o cálculo é repetido (SHARMA; KUMAR; CHANDRA, 2019). 

Os principais passos para condução das simulações de DM (GONÇALVES, 2012; 

NAMBA; SILVA; SILVA, 2008; SHARMA; KUMAR; CHANDRA, 2019) são: 
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i. Obtenção das configurações iniciais do sistema, as quais podem ser obtidas de duas 

maneiras: (a) em banco de dados especializados em armazenar dados experimentais; (b) 

através de modelagem molecular, quando não se dispõe da estrutura cristalográfica; 

ii. Escolha de campo de força adequado ao sistema, o qual será empregado nos cálculos das 

forças exercidas sobre cada partícula da molécula, uma vez que estão presentes forças 

interatômicas; 

iii. Otimização e minimização das estruturas com objetivo de remover possíveis maus 

contatos entre os átomos. Essa etapa consiste em encontrar um conjunto de coordenadas 

que minimizem a energia potencial do sistema levando a um mínimo de energia local; 

iv. Termalização e equilíbrio para busca da conformação ideal em uma determinada 

temperatura e pressão; 

v. Produção da dinâmica molecular em si, onde a trajetória das partículas no sistema buscará 

estados acessíveis termicamente; 

vi. Avaliação dos resultados através da análise das propriedades de equilíbrio. 

 

3.5.4 MM/PBSA 

Algumas técnicas computacionais podem ser utilizadas com objetivo de calcular a 

energia de ligação entre enzima-substrato. Um exemplo é a MM-PBSA (do inglês Molecular 

Mechanics (MM) – Poisson-Boltzmann Surface Area (PBSA)), que é uma das mais utilizadas 

para estudar complexos biomoleculares, permitindo prever a estabilidade relativa desses 

complexos (KUMARI et al., 2014; SHAO et al., 2021). 

O cálculo de MM/PBSA pode ser executado através de diversos programas, como 

por exemplo o GROMACS (LINDAHL et al., 2018). Cálculos de MM/PBSA utilizam-se de 

um conjunto amostral de conformações do sistema em equilíbrio e são extraídos de simulações 

de dinâmica molecular que, normalmente, ocorre em uma caixa periódica contendo água e 

contra íons. Neste caso, deve-se também levar em consideração os efeitos eletrostáticos de 

longo alcance e, ao final, deve-se obter um conjunto de estruturas representativas. É possível 

estimar a energia de ligação entre o receptor com ligante na presença de solvente, através da 

Equação 4 descrita a seguir (KUMARI et al., 2014): 

 

𝛥𝐺𝑙𝑖𝑔𝑎çã𝑜 = 𝐺𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥𝑜 − (𝐺𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 + 𝐺𝑙𝑖𝑔𝑎𝑛𝑡𝑒)                                  (𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟒) 
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Nessa equação, 𝐺𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥𝑜 representa a energia do sistema formado pela interação 

receptor-ligante, enquanto que os termos entre parênteses (Gproteína e Gligante) representam a 

energia livre total da proteína isolada e a do ligante no solvente, respectivamente. A energia 

livre individual de cada termo (Gcomplexo, Gproteína e Gligante) pode ser calculada através da 

Equação 5 (KOLLMAN et al., 2000; KUMARI et al., 2014): 

 

𝐺 = 𝐸𝑀𝑀 + 𝐺𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑡𝑎çã𝑜 − 𝑇𝑆𝑀𝑀                                          (𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟓) 

 

Nesse caso, 𝐺 é a energia livre média calculada; 𝐸𝑀𝑀 é a energia potencial mecânica 

molecular; 𝐺𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑡𝑎çã𝑜 representa as contribuições polares (𝐺𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟) e apolares (𝐺𝑎𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟) para as 

energias livres de solvatação; os últimos termos da equação representam a temperatura absoluta 

(T) e a entropia (S), referindo-se à contribuição entrópica para energia livre no vácuo.   

A energia potencial mecânica molecular (EMM) da Equação 5 pode ser calculada 

pelo emprego da Equação 6, onde ELig representa a energia de ligação; Evdw representa a energia 

de van der Waals; Eelet representa a energia eletrostática. 

 

𝐸𝑀𝑀 = 𝐸𝐿𝑖𝑔 + 𝐸𝑣𝑑𝑤 + 𝐸𝑒𝑙𝑒𝑡                                            (𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟔) 

 

Uma maneira de aproximar as interações soluto-solvente apolar, é através do 

emprego do modelo computacional de solvente implícito SASA (solvent accessible surface 

área), que é linearmente dependente do termo Gapolar (solvente apolar) e que pode ser calculado 

através da Equação 7: 

 

𝐺𝑎𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 = 𝛶𝐴 + 𝑏                                                 (𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟕) 

 

Nessa equação, 𝛶 representa a tensão superficial do solvente; 𝐴 representa o SASA; 

𝑏 é uma constante que representa o parâmetro de ajuste (KUMARI et al., 2014; NGUYEN; 

WEI, 2017). 

Através do SASA, pode-se avaliar a energia de solvatação de forma simples e 

rápida, uma vez que, a energia livre de solvatação do soluto é estimada levando-se em 

consideração a soma das contribuições atômicas, que são proporcionais à área de superfície 

exposta ao solvente. Dessa forma, a partir do coeficiente de superfície de cada átomo, pode-se 
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entender sua contribuição, que irá refletir na hidrofobicidade e hidrofilicidade do tipo de átomo 

em questão  (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008; ZHANG et al., 2017). 

Outro modelo que é linearmente proporcional à energia de solvatação apolar 

(𝐺𝑎𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟) é o SAV (volume acessível ao solvente), podendo ser calculado pela Equação 8 a 

seguir:  

 

𝐺𝑎𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 = 𝑝𝑉 + 𝑏                                                 (𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟖) 

 

Nessa equação, 𝑝 representa a pressão do solvente; 𝑉 representa o SAV;  𝑏 é uma 

constante que representa o parâmetro de ajuste (KUMARI et al., 2014).
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4 METODOLOGIA 

4.1 Recursos computacionais 

Para o estudo teórico da biotransformação da annonalida (1) e dos derivados O-

acilados (4-7) utilizou-se um computador Intel® Core™ i7-3820 CPU @ 3.60 GHz com Sistema 

Operacional de 64bits durante as etapas de modelagem, ancoramento molecular e análise dos 

resultados. As simulações de dinâmica molecular foram realizadas no cluster Fermi (CESUP-

UFRGS-RS) e no cluster CENAPAD-UFC. Os cálculos de MM/PBSA foram realizados em 

computadores AMD Ryzen contendo 16 núcleos e 32 MB de memória RAM. 

 

4.2 Modelagem molecular comparativa 

Os modelos tridimensionais de homologia da lipase foram geradas pelo servidor da 

web SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (BIASINI et al., 2014; 

WATERHOUSE et al., 2018). Foi usada a sequência alvo (N4UBQ9) do fungo F. oxysporum 

f. sp. cubense raça 1 recuperada do UniProt (APWEILER, 2004; BATEMAN et al., 2017), uma 

vez que a sequência primária de aminoácidos da lipase do F. oxysporum f. sp. tracheiphilum 

(UFCM 0089) ainda não foi descrita na literatura. O template teve como base a estrutura de 

raios-X (resolução de 3,00 Å) da lipase extracelular da espécie congênere Thermomyces 

lanuginosus (PDB ID: 1EIN) (BRZOZOWSKI et al., 2000). O alinhamento de sequência 

baseado em estrutura foi realizado utilizando-se o programa Clustal W e a imagem do 

alinhamento de sequência foi feita através do programa ESPript 3.0 (ROBERT; GOUET, 2014). 

A validação do melhor modelo seguiu fatores estereoquímicos e estrutural global. 

O gráfico de Ramachandran foi gerado usando o programa ProCheck (LASKOWSKI et al., 

1993) e permitiu analisar fatores estereoquímicos do modelo. A estrutura global foi analisada 

pelos valores de RMSD (Root-Mean-Square Deviation), calculados (The PyMOL Molecular 

Graphics System, Versão 2.3.4 Schrodinger, LLC) através da sobreposição estrutural entre os 

átomos das cadeias principais da estrutura template e do modelo construído da técnica de 

modelagem molecular por homologia. 

 

4.3 Obtenção das estruturas tridimensionais (3D) dos ligantes 

As estruturas químicas e tridimensionais da annonalida (1) e seus derivados O-

acilados (4-7) foram desenhadas usando o programa ChemDraw Ultra 12.0 e Chem3D Pro 12.0. 

As estruturas passaram por etapas de minimização de energia usando o campo de força 

https://swissmodel.expasy.org/
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MMFF94 e a protonação das moléculas em meio biológico (pH 5,1) foi realizada através do 

programa Avogadro versão 1.2 http://avogadro.cc/) (HANWELL et al., 2012). 

  

4.4 Protonação e minimização da proteína 

O modelo obtido através da modelagem molecular comparativa teve seu estado de 

protonação geral ajustado para pH 5,1 com o auxílio do código PROPKA, presente no 

webserver PDB2PQR (DOLINSKY et al., 2007). Após a etapa de protonação, iniciou-se a 

minimização de energia em água, através do pacote GROMACS v.2019 (LINDAHL et al., 

2018). A enzima foi colocada em caixa d’água cúbica de volume igual a 437 nm3, seguida pela 

adição de contra-íons sódio e cloreto na concentração de 0,15 mol L-1 com objetivo de 

neutralizar as cargas do sistema. Também utilizou-se o campo de força CHARMM36 (HUANG 

et al., 2017) e o modelo de água TIP3P. Após minimização da enzima modelada, sua qualidade 

geral e contatos ruins foram avaliados através do gráfico de Ramachandran gerado pelo 

programa ProCheck (LASKOWSKI et al., 1993). A enzima minimizada foi utilizada nas etapas 

seguintes. 

 

4.5 Docking molecular 

O docking molecular foi realizado utilizando o programa Autodock 4.2 (FORLI et 

al., 2016; MORRIS et al., 2009), que contém um conjunto de algoritmos computacionais que 

permitem representar a melhor interação entre a macromolécula (receptor) e a molécula 

pequena (ligante). Nesse estudo, considerou-se a annonalida (1) e seus derivados O-acilados 4-

7 como flexíveis e a enzima minimizada como rígida.  

A preparação dos arquivos envolveu o uso do AutoDock Tools (ADT) (MORRIS et 

al., 2009), que teve como objetivo manipular os arquivos na interface gráfica. As cargas de 

Gasteiger foram adicionadas gerando o input .pdbqt, seguindo-se da mesclagem dos 

hidrogênios não polares. O algoritmo de busca das melhores conformações usado foi o 

Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) (MORRIS et al., 1998), o qual apresenta os melhores 

resultados de busca global. Através do programa Autogrid4, que faz parte do conjunto de 

programas Autodock 4.2, determinou-se a área do receptor. Ela foi analisada no momento da 

interação ligante-macromolécula, gerando o mapa de grade (ou grids). Definidos os parâmetros, 

criou-se um arquivo de formato .gpf (GPF; Grid Parameter File), que é reconhecido pelo 

autogrid e fornece informações, como tipo de ligante e receptor extraído do arquivo PDBQT. 

Em seguida, o autogrid foi executado para a geração dos mapas do receptor. O GridBox foi 

http://avogadro.cc/
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ajustado para incluir todos os aminoácidos do sítio ativo. Assim, a grid foi proporcional ao 

tamanho dos ligantes, de forma a incluir os aminoácidos da tríade catalítica Serina (Ser174), 

Aspartato (Asp228) e Histidina (His287). A Figura 12 mostra a caixa utilizada com as seguintes 

dimensões: size_x = 54; size_y = 40; size_z = 40; center_x = 24,685; center_y = 40,532; 

center_z = 42,169; e espaço de grade de 0,375 Å.  

 

Figura 12 - Caixa GridBox ajustada para conter a tríade catalítica Ser174-Asp228-His287 e os 

ligantes annonalida (1) e seus derivados O-acilados 2-5. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As simulações de docking molecular foram repetidas dez vezes para cada substrato 

testado, gerando um total de 2500 conformações (500 para cada substrato), os quais foram 

agrupadas usando-se uma tolerância de RMSD de 2,0 Å através o pacote Autodock Tool. Foram 

realizadas 2500000 avaliações de energia por corrida (GA), o tamanho da população de 

conformações foi definido para 150 e empregou-se um máximo de 27000 gerações por corrida. 

Para extrair a melhores conformações, realizou-se uma inspeção visual das poses produtivas, 

de acordo com Near Attack Conformation (NAC). 

 

4.6 Simulação de dinâmica molecular (DM) 

Neste trabalho, as simulações de dinâmica molecular foram realizadas com o 

auxílio do pacote Gromacs v.2019 (LINDAHL et al., 2018). Tais simulações tiveram por 
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finalidade reproduzir o fenômeno de acoplamento induzido e análise a estabilidade estrutural 

após o ancoramento molecular. 

 

4.6.1 Preparação 

As simulações de DM utilizaram o campo de força AMBER99SB (HORNAK et 

al., 2006). O complexo receptor-substrato foi colocado em uma caixa d’água cúbica de volume 

igual a 437 nm3, solvatado por 15730 moléculas de água (modelo TIP3P) em condições 

periódicas de contorno. Em seguida foram adicionados contra-íons sódio e cloreto na 

concentração de 0,15 mol L-1 com objetivo de neutralizar as cargas do sistema. A Figura 13 

apresenta a caixa construída nessa simulação. 

 

Figura 13 - Caixa de simulação contendo as moléculas de água (vermelho), os íons cloreto 

(verde) e os íons sódio (roxo). 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

  

4.6.2  Minimização e equilíbrio do sistema 

Todo o sistema foi minimizado usando o algoritmo de descida mais íngreme para 

remover possíveis choques estéricos ou geometria inadequada (GOMES, Akenaton O C V et 

al., 2020). Após minimização de todo o sistema, seguiu-se para etapa de equilíbrio com objetivo 

de estabilizar a temperatura (de 273,15 a 303,15 K) e estabilizar a pressão em 1 atm. Para cada 

conjunto, o primeiro isotérmico-isocórico (NVT), manteve-se constante o número de partículas, 
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o volume e a temperatura. Essa primeira etapa teve duração de 500 ps, com intervalo de tempo 

de 1 fs. Para segunda etapa, também executada em 500 ps, com intervalo de tempo de 1 fs, 

manteve-se constante o número de partículas, a pressão e a temperatura, sendo um conjunto 

isotérmico-isobárico (NPT). Para ambas as simulações, manteve-se uma restrição de posição 

para todos os átomos pesados, que foi gradualmente sendo removida durante a simulação de 1 

ns e intervalo de 2 fs.  

 

4.6.3  Produção da dinâmica molecular 

As corridas de produção da DM foram realizadas com intervalos de tempo de 2 fs 

e 50x106 etapas. Para as interações eletrostáticas de longo alcance das simulações, usou-se o 

algoritmo de malha de partículas Ewald (PME), e a temperatura e pressão foram controladas a 

303,15 K e 1 atm, respectivamente. Para controle de saída, salvou-se as coordenadas e 

velocidades a cada 10 ps, atualizando-se o arquivo de registro e salvando as coordenadas 

compactadas a cada 10 ps. As figuras foram geradas através dos programas PyMol Molecular 

Graphics System, versão 2.3.2 Schrödinger, LLC e Discovery Studio. 

 

4.7 MM/PBSA 

Neste trabalho, o cálculo da energia de interação do sistema complexo (receptor-

ligante) foi realizado após a dinâmica molecular, com o sistema em equilíbrio (KOLLMAN et 

al., 2000). Foram usadas as estruturas representativas do conjunto em equilíbrio, extraindo-se 

frames dos últimos 10 ns de simulação. Inicialmente, este conjunto representativo passou por 

um processamento, com objetivo de remover todas a moléculas de solvente e contra-íons. Em 

seguida, foi possível calcular a energia de ligação (𝐺), conforme Equação 5, utilizando-se o 

pacote Gromacs v.2019. 

Para os cálculos, utilizou-se a metodologia proposta por Kumari e colaboradores 

(2014).   Calculou-se, separadamente, os valores de ∆𝐸𝑀𝑀 , ∆𝐺𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 𝑒 ∆𝐺𝑎𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟 e, em seguida, 

realizou-se a soma dos mesmos. Para estimar as energias de solvatação apolar (𝐺𝑎𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟), usou-

se o método de rede cúbica dupla, com os modelos SASA e SAV, que fazem parte do programa 

g_sas do Gromacs.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Estruturas dos substratos 

Os substratos empregados foram o produto natural annonalida (1) e de seus 

derivados semissintéticos O-acilados no carbono C-16, O-acetilado (4), O-propanoilado (5), O-

hexanoilado (6) e O-decanoilado (7). As moléculas foram protonadas em meio biológico (pH 

5,1), uma vez que este foi o valor de pH identificado durante o procedimento experimental de 

biotransformação dos substratos pelo fungo. As estruturas dos substratos estão mostradas na 

Figura 14. 

 

5.2 Modelagem molecular 

Ainda não foi relatado na literatura a estrutura elucidada da lipase do fungo em 

estudo, sendo necessária a construção do modelo computacional. Assim, empregou-se a técnica 

de modelagem molecular por homologia, na qual utilizou-se como template a enzima lipase do 

organismo Thermomyces lanuginosus depositada no PDB ID: 1EIN. O alinhamento da 

sequência foi realizado com o auxílio do programa ClustalW, e apresentou uma identidade de 

40,91 %. Vale ressaltar que, modelos confiáveis possuem 30% ou mais de identidade entre as 

sequências de aminoácidos (SOUZA, 2012). A Figura 15 apresenta o alinhamento de 

sequências do modelo N4UBQ9 com a estrutura cristalográfica 1EIN, onde pode-se identificar 

que a tríade catalítica (Ser174-Asp228-His287) foi conservada.  
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Figura 14 - Estruturas tridimensionais da annonalida (1) e seus derivados O-acilados (4-7). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 15 - Alinhamento de sequências do modelo N4UBQ9 com a estrutura cristalográfica 

1EIN. A tríade catalítica conservada Ser174, Asp228 e His287 é representada com triângulos 

azuis. Em vermelho são representados os resíduos iguais e em amarelo os resíduos semelhantes. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A Figura 16A apresenta o alinhamento molecular da estrutura molde (PDB: 1EIN) 

e o modelo construído, com valor de RMSD = 0,118 Å entre os Cα das estruturas. Garcia (2017) 

afirma que esses valores sugerem que a estrutura construída é muito similar à estrutura molde, 

sendo, portanto, um modelo de boa qualidade. Além disso, o modelo selecionado apresentou 

cavidade de ligação com a tampa aberta, assim como o template, conforme mostrado na Figura 

16B. 
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Figura 16 - Sobreposição da estrutura molde da lipase do microrganismo Thermomyces 

(Humicola) lanuginosa (PDB ID: 1EIN), em azul, e o modelo construído, em verde. (A) 

Estruturas totais. (B) Sítio de ligação conservado, em magenta está representado a tríade 

catalítica. 

A B 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A escolha do modelo através do servidor da web SWISS-MODEL levou em 

consideração a qualidade estereoquímica visualizada através do gráfico de Ramachandran 

(Figura 17). É possível observar que 85,6 % (190) de resíduos estão localizados em regiões 

favorecidas; 10,8 % (24) de resíduos estão em regiões adicionais mais permissivas; 1,8 % (4) 

de resíduos estão em regiões permissivas; 1,8 % (4) dos aminoácidos estão em regiões proibidas 

(Tabela 2). 
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Figura 17 - Gráfico de Ramachandran da enzima modelada. As regiões favorecidas estão em 

vermelho (A, B, L), as regiões adicionais mais permissivas estão em amarelo (a, b, l, p), as 

regiões permissivas aparecem na cor bege (~a, ~b, ~l, ~p) e a região não permitida está 

representado pela cor branca.  

  
 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Tabela 2 - Resultados do diagrama de Ramachandran da proteína modelada. 

Regiões Siglas Nº de resíduos % 

Mais favoráveis [A, B, L] 190 85,6 

Adicionais mais permissivas [a, b, l, p] 24 10,8 

Permissivas [~a, ~b, ~l, ~p] 4 1,8 

Não permitidas [XX] 4 1,8 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.3 Minimização de energia para a melhoria da qualidade do modelo. 

Ahmad e colaboradores (2021), afirmam que conformações de alta energia podem 

estar associadas a choques estéricos, o que gera uma perturbação física do sistema e posterior 

instabilidade da simulação. Assim, a estrutura tridimensional da lipase do fungo foi minimizada 

para posterior estudo de ancoragem molecular. Para isso, utilizou-se o Gromacs v.2019 e 
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obteve-se uma estrutura de equilíbrio. A lipase otimizada atingiu seu estado de energia mínimo, 

com 86 % de resíduos em regiões favorecidas e nenhum aminoácido (0,0 %) em regiões não 

permitida (Figura 18 e Tabela 3). Antes de otimizada (Tabela 2), observava-se 85,6 % dos 

resíduos em regiões favorecidas e 4 (1,8 %) aminoácido em regiões não permitida. 

 

Figura 18 - Gráfico de Ramachandran da lipase após otimização de energia em que as regiões 

favorecidas estão em vermelho (A, B, L), as regiões adicionais mais permissivas estão em 

amarelo (a, b, l, p), as regiões permissivas aparecem na cor bege (~a, ~b, ~l, ~p) e a região não 

permitida está representado pela cor branca. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Tabela 3 - Resultados do diagrama de Ramachandran da lipase após minimização de energia. 

Regiões Siglas Nº de resíduos % 

Mais favoráveis [A, B, L] 191 86,0 

Adicionais mais permissivas [a, b, l, p] 21 9,5 

Permissivas [~a, ~b, ~l, ~p] 10 4,5 

Não permitidas [XX] 0 0,0 
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A Figura 19 mostra a tríade catalítica da enzima minimizada, na qual é possível 

observar que o nitrogênio da posição 2 do anel imidazol da His287 está protonado e interagindo 

através de forças eletrostáticas (1,9 Å de distância) com o grupo carboxílico do Asp228. 

Observa-se ainda que o nitrogênio da posição 4 da His287 está formando ligação de hidrogênio 

(3,4 Å de distância) com a Ser174, deixando a Ser-O reativa para que ocorra o ataque 

nucleofílico ao substrato (ALLAN SVENDSEN, 2016; FABER, 2011; FONSECA et al., 2020; 

PUNEKAR, 2018). 

 

Figura 19 - Interações intermoleculares observadas no sítio ativo da lipase modelada, 

envolvendo os resíduos da tríade catalítica Ser174-His287-Asp228. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.4 Ancoramento molecular 

Para cada substrato analisado, realizou-se o procedimento de ancoramento 

molecular. Para cada conjunto enzima-substrato, o ancoramento molecular foi repetido 10 

vezes, de forma a obter-se um total de 500 poses para o substrato (50 poses por ancoramento). 

Buscou-se extrair conformações adequadas (Near Attack Conformation - NAC) para a reação 

de hidrólise (BRUICE; LIGHTSTONE, 1999). Dessa forma, foi possível selecionar as 

melhores poses (melhor proximidade de átomos e orientação adequada) ao ataque da serina 

catalítica ao carbono eletrofílico do grupo acila dos derivados O-acilados (4-7). No caso da 

annonalida (1), que não apresenta o grupo O-acila na sua estrutura, a posição de ataque da serina 

foi estabelecida como sendo a carboxila do anel lactônico. Vale ressaltar que, a 

biotransformação desse produto natural envolveu a hidrólise desse anel (GOMES, Akenaton O 

C V et al., 2020). Borowiecki e colaboradores (2016), sugerem que distâncias menores que 4,0 

Å são aceitáveis, uma vez que, acima desse valor a velocidade de reação é prejudicada. As 
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simulações de ancoramento molecular de cada complexo enzima-substrato geraram 

conformações com NAC adequados, conforme discutido a seguir: 

 

5.4.1 Análise do ancoramento para o ligante annonalida (1) 

A afinidade de ligação para a annonalida (1) no sítio catalítico enzimático foi de -

7,66 kcal mol-1. Os requisitos NAC foram adequados, com distância de ataque da serina 

catalítica ao carbono eletrofílico (carboxila) da lactona de 3,2 Å e ângulo de ataque de 85,3°. A 

Figura 20 apresenta as principais interações envolvidas no bolsão catalítico. Observa-se uma 

ligação de hidrogênio entre o resíduo Ser112 e o oxigênio carboxílico da lactona, deixando-o 

mais eletrofílico para o ataque nucleofílico da Ser174. Essa conformação foi denominada de 

Lig1_conf1.  

 

Figura 20 - Conformação do ligante annonalida (1) no bolsão catalítico da enzima e interações 

intermoleculares com resíduos de aminoácidos. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.4.2 Análise do ancoramento para o ligante O-acetilado (4) 

O encaixe molecular do derivado 4 no sítio ativo da enzima mostrou-se possível 

(Figura 21), uma vez que se observa a interação do resíduo Leu175 com oxigênio carboxílico 

do grupo acila da cadeia lateral. O docking molecular apresentou energia de ligação baixa, na 

média de -8,50 kcal mol-1. A conformação (Lig4_conf1) mostrou NAC apropriado, com 3,3 Å 
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de distância entre a serina catalítica e o carbono eletrofílico do grupo acila da cadeia lateral, 

além de ângulo de 111,2o.  

 

Figura 21 - Interação do ligante O-acetilado (4) com o sítio ativo da enzima. Linhas pontilhadas 

verdes representam a ligação de hidrogênio formada com o oxiânion Leu175. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os resultados discutidos acima não estão de acordo com os observados 

experimentalmente, uma vez que não foi observada a biotransformação de 4 pelo fungo. 

Fonseca e colaboradores (2020) , explicam que pode ocorrer divergências entre estudos 

computacionais e experimentais, pois deve-se levar em consideração que na análise 

computacional o ligante é colocado dentro no sítio ativo, sem considerar o percurso do mesmo 

no meio reacional. Assim, deixa-se de observar aspectos físicos como solubilidade, 

acessibilidade ao local ativo e transferência de massa. 

 

5.4.3 Análise do ancoramento para o ligante O-propanoilado (5) 

Para esse ligante, a simulação de docking molecular gerou 3 conformações que 

apresentaram NAC adequado, denominadas Lig5_conf1, Lig5_conf2 e Lig5_conf3 (Figura 

22). A ancoragem molecular formada entre o substrato 5 e a enzima apresentou energia de 

ligação média, distâncias e ângulos, respectivamente, de -8,45 kcal mol-1, 2,9 Å e 108,8º para 

Lig5_conf1; -8,06 kcal mol-1, 3,0 Å e 106º para Lig5_conf2; -8,05 kcal mol-1, 2,9 Å e 106º para 
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Lig5_conf3. Estes valores mostram que o derivado O-propanoilado (5) se encaixa bem no sítio 

ativo da enzima, facilitando a interação com os aminoácidos do sítio ativo. 

 

Figura 22 - Interação do derivado O-propanoilado (5) com o sítio ativo da enzima: (A) 

Lig5_conf1; (B) Lig5_conf2 e (C) Lig5_conf3.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.4.4 Análise do ancoramento para o ligante O-hexanoilado (6) 

O ancoramento molecular do substrato 6 apresentou duas conformações com NAC 

adequados, denominadas de Lig6_conf1 e Lig6_conf2. A energia de ligação variou entre -7,6 

e -7,53 kcal mol-1, com distancias NAC de 3,2 e 3,0 Å, respectivamente. Os dados 

experimentais de biotransformação desse derivado, assim como do derivado 5, mostraram que 

o aumento da cadeia carbônica melhorou a atividade lipolítica. 

Na Figura 23 (A e B), pode-se observar as principais interações envolvidas com os 

resíduos de aminoácidos no sítio ativo da enzima, os quais podem atuar como oxiânion, 

importante componente da catalise. 
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Figura 23 - Interação do derivado O-hexanoilado (6) com o sítio ativo da enzima: (A) Lig6_conf1 

e (B) Lig6_conf2. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.4.5 Análise do ancoramento para o ligante O-decanoilado (7) 

O ancoramento molecular do substrato 7 apresentou duas conformações adequadas, 

denominadas de Lig7_conf1 e Lig7_conf2, com NACs de energia livre de ligação de -7,48 e -
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6,37 kcal mol-1 e distância de 3,1 Å e 3,5 Å, respectivamente, Figura 24 (A e B). Para 

Lig7_conf1 (Figura 24A) foi observada a presença de duas ligações de hidrogênio, formadas 

entre os resíduos Ser112 e Leu175 com o oxigênio carboxílico da cadeia lateral. Para 

Lig7_conf2 (Figura 24B), observou-se uma ligação de hidrogênio entre a Ser112 e o oxigênio 

carboxílico. Vale ressaltar que, o derivado 7 foi o que produziu majoritariamente a annonalida 

(1) como produto da atividade lipase do fungo.  

 

Figura 24 - Interação do derivado O-decanoilado (7) com o sítio ativo da enzima: (A) Lig7_conf1 

e (B) Lig7_conf2. Linhas pontilhadas verdes representam a ligação de hidrogênio formada com o 

oxiânion. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.5 Dinâmica molecular (DM) 

Conforme discutido no Item 5.4, as simulações de docking molecular apresentaram 

conformações que atendiam os critérios estabelecidos pelo NAC, como distância de até 4,0 Å 

e ângulos que variam de 60 a 112°. Embora essas condições favoreçam o ataque nucleofílico 

da serina catalítica ao carbono carboxílico do substrato e, portanto, a catalise enzimática 

(ALLAN SVENDSEN, 2016; BOROWIECKI et al., 2016; BRUICE; LIGHTSTONE, 1999; 

FONSECA et al., 2020), os resultados obtidos não justificavam os dados experimentais de 

biotransformação dos substratos pelo fungo, conforme mencionado anteriormente (Item 3.4; 

Figura 9).  

Assim, foram realizados os estudos de dinâmica molecular (DM), com objetivo de 

confirmar a estabilidade conformacional dos ligantes no sítio ativo da enzima, realizando-se 

ensaios de simulações de DM longas, observando-se a trajetória do sistema através de 

parâmetros estatísticos estruturais. Durante as análises, foram obtidos gráficos dos desvios 

quadrado médio da raiz (RMSD) para a proteína, o ligante e a tríade catalítica. Outro critério 

analisado foi a distância entre o oxigênio da serina catalítica e do carbono eletrofílico do 

substrato, revelando uma orientação próxima dos átomos durante quase todo o ensaio. 
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5.5.1 Análise da DM para o ligante 1 

A Figura 25 apresenta o gráfico de RMSD para a proteína, o ligante e a tríade 

catalítica, sendo possível comparar o quanto a estrutura flutuou ao longo do tempo em relação 

a estrutura inicial. Essa análise é muito importante para simulações de DM, uma vez que, é 

possível observar a trajetória da simulação através das oscilações de RMSD. Uma baixa 

variação mostra que o sistema entrou em equilíbrio, ao passo que, oscilações elevadas indicam 

variações bruscas no sistema (SEGANTINE, 2019). 

 

Figura 25 - RMSD de 400ns para o ligante (1) Annonalida. Linha preta indica o ligante, na 

conformação Lig1_conf1, linha vermelha a proteína e em azul a tríade catalítica formada pelos 

aminoácidos Ser174, Asp228 e His287 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Nesse caso, a proteína apresentou um salto no início da simulação, atingindo 0,5 

nm em 200 ns, mantendo-se assim durante todo o restante da simulação. Para o ligante 1 

(somente uma conformação), houve um pequeno salto, ficando em 0,12 nm durante toda 

simulação. Já para tríade catalítica, não foram observadas mudanças conformacionais. Assim, 

pode-se afirmar que ocorreu poucas oscilações para o ligante e para tríade catalítica. 

Os perfis de distância-tempo e ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catalise 

estão sendo mostradas na Figura 26. A distância entre a serina catalítica e carbono eletrofílico 

(carboxila) da lactona (C19) está dentro dos critérios NAC, ficando entre 3,0 a 3,5 Å durante 

quase todo os 400 ns de simulação, apresentando um leve salto nos primeiros 15 ns (Figura 

26A). O ângulo de ataque Ser-O/C19/O (Figura26B) ficou em torno de 100° durante quase toda 

a simulação. Foi observado um ângulo, bem como uma distância, não favoráveis ao ataque 

nucleofílico nos primeiros 15 ns.  
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Figura 26 - Gráfico de distância e ângulo obtidos por dinâmica molecular. (A) Distância-tempo 

entre Ser-O e C19. (B) Ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catálise Ser-O/C19/O do 

ligante 1 e conformação Lig1_conf1. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Assim, os resultados discutidos acima mostram que a annonalida (1) permanece 

estável no sítio catalítico da lipase do fungo, com distâncias e ângulos adequados para que 

ocorra a hidrólise da carboxila da lactona, e corroboram os resultados experimentais (GOMES, 

Akenaton O C V et al., 2020) da biotransformação pelo fungo. 

 

5.5.2 Análise da DM para o ligante 4 

O docking molecular para o ligante 4 (O-propanoilado) mostrou que é possível a 

catalise, uma vez que, apresentou conformações que seguem os critérios do NAC com 3,3 Å de 

distância entre a serina catalítica (Ser-O) e o carbono eletrofílico (C21) do grupo acila da cadeia 

lateral, e ângulo de 111,2o. No entanto, tais resultados não corroboram os experimentais, que 

mostraram ausência de biotransformação pelo fungo para este substrato. 

A fim de confirmar a estabilidade desta conformação, submeteu a mesma a ensaios 

de simulações longas de DM. A Figura 27A mostra o RMSD ao longo da simulação longa de 

1000 ns para o ligante 4 (linha preta), a enzima (linha vermelha) e tríade catalítica (linha azul). 
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Foi observado um salto logo no começo da simulação para a enzima e sua estabilização em 0,4 

nm. Já para os aminoácidos da tríade catalítica (Ser174, Asp228 e His287), observou-se 

variação nos primeiros 360 ns e estabilização em 0,28 nm. O ligante 4 se apresentou estável em 

0,28 nm a partir de 730 ns. 

Analisando o gráfico da Figura 27B, em que é apresentado o perfil de distância-

tempo entre a Ser-O e C21 (carbono eletrofílico), observa-se que, até 360 ns, há momentos em 

que a distância chega a 3,0 Å. Entretanto, houve momentos em que o ligante e a tríade catalítica 

estavam estabilizados (Figura 27A), mas a distância entre Ser-O e C21 (carbono eletrofílico) 

estava fora dos limites do NAC (ca. 6,0 Å; linha preta). A distância entre Ser-O e C19 (carbono 

eletrofílico – carboxila - da lactona) ficaram distante durante toda a simulação, embora 

ocorresse aproximação, mão não o suficiente para o ataque nucleofílico. 

 

Figura 27 - RMSD e perfil de distância ao logo da simulação longa de 1000ns. (A) RMSD em 

que a linha vermelha indica proteína, linha preta indica o ligante 4 na conformação Lig4_conf1 

e linha azul indica a tríade catalítica formada pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287; (B) 

Perfil de distância-tempo, em que a linha vermelha indica a distância entre Ser-O e C21 e a 

linha preta indica a distância entre Ser-O e C19. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Ao acompanhar o perfil de distância-tempo (Figura 28A) e ângulo-tempo (Figura 

28B), percebe-se que, nos momentos de estabilidade dessa conformação, o ângulo de ataque 

era 50º, diferindo, significativamente, do ângulo observado (111,2º) no início da simulação, que 

tinha distância entre Ser-O e C21 próxima a 3,3 Å. 

Com base nos resultados obtidos nos estudos de dinâmica molecular com o ligante 

4 (derivado O-acetilado), é possível inferir que este ligante não permanece estável no sítio 

catalítico da lipase do fungo, com distâncias e ângulos inadequados para que ocorra a hidrólise 

da carboxila da lactona, corroborando os resultados experimentais da biotransformação pelo 

fungo. 

 

Figura 28 - Gráfico de distância e ângulo obtidos por dinâmica molecular. (A) Distância-tempo 

Ser-O e C21; (B) Ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catálise Ser-O/C21/O do ligante 

4 na conformação Lig4_conf1. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.5.3 Análise da DM para o ligante 5 

Os ensaios de simulações longas de DM para o ligante 5 (O-propanoilado) mostrou 

três conformações, Lig5_conf1, Lig5_conf2 e Lig5_conf3, que atendiam os critérios 

estabelecidos pelo NAC.  
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No caso do ensaio com a conformação Lig5_conf1 (Figura 29A), observou-se que 

o RMSD para a enzima apresentou uma pequena elevação, em torno de 550 ns, ficando em 0,4 

nm. O ligante (Lig5_conf1) apresentou pequenas oscilações, diferentemente da tríade catalítica, 

que se manteve estável durante toda a simulação de 1000 ns. 

O perfil de distância-tempo (Figura 29B) entre a Ser-O e C21 (carbono eletrofílico) 

mostrou que, até 400 ns havia momentos em que a distância chegava a 3,0 Å, permanecendo-

se estável nesta distância entre 450 e 800 ns. Foi ainda observado que os átomos Ser-O e C-19 

(carbono eletrofílico – carboxila - da lactona; linha vermelha) ficaram distante durante toda a 

simulação, mostrando que ocorreu uma preferência pelo grupo carboxila da cadeia lateral e não 

pela carboxila do anel lactônico da molécula. 

 

Figura 29 - RMSD e perfil de distância ao logo da simulação longa de 1000ns. (A) RMSD em 

que a linha vermelha indica proteína, linha preta indica o ligante 5 na conformação Lig5_conf1 

e linha azul indica a tríade catalítica formada pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287; (B) 

Perfil de distância-tempo, em que a linha vermelha indica a distância entre Ser-O e C21 e a 

linha preta indica a distância entre Ser-O e C19. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Ao acompanhar o perfil de distância-tempo (Figura 30A) e ângulo-tempo (Figura 

30B), observou-se grande oscilação no ângulo até 400 ns. Após 450 ns, ambos ângulo e 
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distância mostraram-se adequados para o ataque nucleofílico da serina catalítica ao carbono 

eletrofílico do grupo carboxila.  

 

Figura 30 - Gráfico de distância e ângulo obtidos por dinâmica molecular. (A) Distância-tempo 

Ser-O e C21; (B) Ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catálise Ser-O/C21/O do ligante 

5, conformação Lig5_conf1. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Para a conformação Lig5_conf2 do ligante 5 (O-propanoilado), Figura 31A, foi 

possível observar que no RMSD para uma simulação longa de 700 ns, a enzima não apresentava 

oscilações significativas, ficando por volta de 0,3 nm. A tríade catalítica também não apresentou 

mudanças significativas, diferentemente do ligante que apresentou algumas oscilações. 

O perfil de distância-tempo (Figura 31B) entre a Ser-O e C21 (carbono carboxílico) 

mostrou que havia momentos em que a distância atendia aos critérios NAC, ficando por volta 

de 3,0 Å. No entanto, foram observados saltos significativos entre 230 e 450 ns, observando-se 

uma mudança conformacional em 550 ns, com o C19 (carbono eletrofílico – carboxila - da 

lactona) do ligante se aproximando bastante da serina catalítica. 
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Figura 31 - RMSD e perfil de distância ao logo da simulação longa de 700ns. (A) RMSD em 

que a linha vermelha indica proteína, linha preta indica o ligante 5 na conformação Lig5_conf2 

e linha azul indica a tríade catalítica formada pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287; (B) 

Perfil de distância-tempo, em que a linha vermelha indica a distância entre Ser-O e C21 e a 

linha preta indica a distância entre Ser-O e C19. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Ao acompanhar o perfil de distância-tempo (Figura 32A) e ângulo-tempo (Figura 

32B) para a conformação Lig5_conf2, percebe-se que, nos momentos em que a serina catalítica 

estava perto o suficiente do C21 do substrato (carbono eletrofílico), o ângulo de ataque não era 

compatível com o NAC, dificultando assim o ataque da Ser-O ao C21 do substrato (BRUICE; 

LIGHTSTONE, 1999; FONSECA et al., 2020). 
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Figura 32 - Gráfico de distância e ângulo obtidos por dinâmica molecular. (A) Distancia-tempo 

Ser-O e C21; (B) Ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catálise Ser-O/C21/O do ligante 

5 e conformação Lig5_conf2. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Assim, os resultados discutidos para a conformação 2 (Lig5_conf2) do ligante 5 

(O-propanoilado), revelam que esta conformação não é a adequada para que ocorra a catálise 

enzimática observada na carboxila C-21. 

Para a conformação 3 (Lig5_conf3) do ligante 5 (O-propanoilado), foi observado 

(Figura 33A) que no RMSD para uma simulação longa de 500 ns, a enzima (linha vermelha) 

apresentou salto nos primeiros 25 ns e pequenas oscilações ao longo do ensaio de DM. Talvez, 

estas pequenas oscilações estejam associadas às oscilações da tríade catalítica (linha azul), 

formada pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287. O ligante 5 nessa conformação 

(Lig5_conf3) também apresentou oscilações, ficando por volta de 0,30 nm. 

O perfil de distância-tempo (Figura 33B) entre a Ser-O e C21 (linha preta) mostrou 

que eles estavam bastante distantes nos primeiros 50 ns, permanecendo oscilando até 400 ns. 

Houve momentos em que a distância atingiu 3,0 e 5,0 Å. Após 400 ns, percebe-se uma inversão 

de conformação, com o C19 (carbono eletrofílico – carboxila - da lactona) se aproximando da 

serina catalítica, e o distanciamento do C21. 
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Figura 33 - RMSD e perfil de distância ao longo da simulação de 500ns. (A) RMSD em que 

linha vermelha indica proteína, linha preta indica o ligante (5) na conformação Lig5_conf3 e 

linha azul indica a tríade catalítica formada pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287; (B) 

Perfil de distância-tempo, em vermelho indica a distância entre o Ser-O e C21 e em preto a 

distância entre Ser-O e C19. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O perfil de distância-tempo (Figura 34A) e ângulo-tempo (Figura 34B) na análise 

da conformação Lig5_conf3, revelou que ambos, distância e ângulo, variaram bastante, não 

configurando uma conformação favorável para a hidrólise enzimática em C21. 
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Figura 34 - Gráfico de distância e ângulo obtidos por dinâmica molecular. (A) Distância-tempo 

entre Ser-O e C21 (B) Ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catálise Ser-O/C21/O do 

ligante 5 e conformação Lig5_conf3. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Assim, os resultados discutidos para as três conformações do ligante 5 (O-

propanoilado), revelam que somente a conformação Lig5_conf1 era adequada para a catálise 

enzimática observada na carboxila C21, conforme observado nos dados experimentais. 

 

5.5.4 Análise da DM para o ligante 6 

Os ensaios de simulações longas de DM para o ligante 6 (O-hexanoilado) mostrou 

duas conformações, Lig6_conf1 e Lig6_conf2, que atendiam os critérios estabelecidos pelo 

NAC. Assim, estas duas conformações foram empregadas nos ensaios.  

Os gráficos da Figura 35 (A e B) mostram o RMSD e o perfil de distâncias na 

simulação de DM para conformação Lig6_conf1. O RMSD (Figura 35A) para a enzima (linha 

vermelha) e para o ligante (linha preta) apresentou um salto logo nos primeiros nanossegundos 

de simulação, com a enzima estabilizando-se por volta de 0,4 nm e o ligante em 0,25 nm. A 

tríade catalítica manteve-se estável durante toda a simulação longa (700 ns). 

A Figura 35B mostra o perfil de distância do C21 (linha vermelha) e C19 (linha 

preta) para a serina catalítica, onde percebe-se que o C21 do substrato entrou distante da serina 

catalítica na etapa de produção, mas no decorrer da simulação apresentou vários momentos em 
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que essa distância estava dentro dos critérios do NAC, ficando em 3,0 Å. De 550 a 600 ns a 

distância da Ser-O e C21 ficou estável em 3,0 Å (embora poucas vezes) e após esse período 

ocorreu inversão de conformação, com o C19 se aproximando da serina catalítica. 

 

Figura 35 - RMSD e perfil de distância ao longo da simulação de 700 ns. (A) RMSD em que 

linha vermelha indica proteína, linha preta indica o ligante 6 na conformação Lig6_conf1 e 

linha azul indica a tríade catalítica formada pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287; (B) 

Perfil de distância-tempo em vermelho indica a distância entre o Ser-O e C21 e em preto a 

distância entre Ser-O e C19. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Analisando o ângulo de ataque da serina catalítica ao carbono eletrofílico (C21) do 

substrato (Figura 36B), percebe-se que o ângulo está dentro dos critérios NAC no momento em 

que a distância (Figura 36A) é 3,0 Å, sendo, dessa forma, favorável ao ataque nucleofílico. 
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Figura 36 - Gráfico de distância e ângulo obtidos por dinâmica molecular. (A) Distância-tempo 

entre Ser-O e C21; (B) Ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catálise Ser-O/C21/O do 

ligante 6 e conformação Lig6_conf1. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os gráficos da Figura 37 (A e B) mostram o RMSD e o perfil de distâncias na 

simulação de DM para conformação Lig6_conf2. Na Figura 37A, o RMSD para a enzima (linha 

vermelha) apresentou estabilidade durante toda a simulação, ao passo que o ligante 6 (linha 

preta) apresentou saltos significativos durante toda a simulação de 700 ns. 

A variação de RMSD no ligante é sentida ao analisar o perfil de distância através 

da Figura 37B, que mostra a distância do C21 (linha preta) e C19 (linha vermelha) para a serina 

catalítica. Foi possível observar, através da linha vermelha, que o C21 do substrato entrou na 

etapa de produção próximo à serina catalítica. Entretanto, em 60 ns, este carbono apresentou 

um salto significativo, voltando a se aproximar em 100 ns e permanecendo assim até 170 ns. A 

partir desse tempo, o sistema não apresentou estabilidade, indicando que a conformação 

Lig6_conf2 não é estável. 
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Figura 37 - RMSD e perfil de distância ao longo da simulação de 700ns. (A) RMSD em que 

linha vermelha indica proteína, linha preta indica o ligante 6 na conformação Lig6_conf2 e 

linha azul indica a tríade catalítica formada pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287; (B) 

Perfil de distância-tempo em vermelho indica a distância entre o Ser-O e C21 e em preto a 

distância entre Ser-O e C19. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Analisando o ângulo de ataque da serina catalítica ao carbono eletrofílico (C21) do 

substrato (Figura 38B), percebe-se que este está dentro dos critérios NAC somente nos 

intervalos de tempo de 100 a 170 ns. A Figura 38A mostra que a distância está entre 3,0 e 4,0 

Å neste intervalo de tempo (100 a 170 ns). Dessa forma, a conformação Lig6_conf2 não é 

favorável ao ataque nucleofílico. 
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Figura 38 - Gráfico de distância e ângulo obtidos por dinâmica molecular. (A) Distância-tempo 

entre Ser-O e C21; (B) Ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catálise Ser-O/C21/O do 

ligante 6 e conformação Lig6_conf2. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Assim, os resultados discutidos para as duas conformações (Lig6_conf1 e 

Lig6_conf2) do ligante 6 (O-hexanoilado), mostraram que a conformação Lig6_conf1 é a mais 

adequada para a catálise enzimática observada na carboxila C21, conforme observado nos 

dados experimentais.  

 

5.5.5 Análise da DM para o ligante 7 

Os ensaios de simulações longas de DM para o ligante 7 (O-decanoilado) mostrou 

duas conformações, Lig7_conf1 e Lig7_conf2, que atendiam os critérios estabelecidos pelo 

NAC. Dessa forma, estas duas conformações foram empregadas nos ensaios.  

A Figura 39A mostra o RMSD para a enzima, o ligante na conformação Lig7_conf1 

e a tríade catalítica, formada pelos aminoácidos S174, D228 e H287. O RMSD para enzima 

(linha vermelha) apresentou oscilação, se estabilizando em 0,4 nm. Para o ligante (linha preta), 

o RMSD apresentou oscilações bastante significativas, atingindo o equilíbrio em 540 ns, e 
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ficando em 0,5 nm. Já a tríade catalítica manteve-se estável durante toda a simulação de 700 

ns. 

A Figura 39B mostra o perfil de distância para o carbono 21 (carbono eletrofílico 

do grupo carboxila; linha vermelha) e para o carbono 19 (carbono eletrofílico da lactona; linha 

preta) até o oxigênio da serina catalítica. Foi possível observar, logo nos primeiros 150 ns, a 

ocorrência de saltos significativos, corroborando o que foi observado nos primeiros 150 ns do 

gráfico de RMSD (Figura 39A). Após esse período, o sistema apresentou-se estável entre 150 

ns e 350 ns, voltando a oscilar até 480 ns. Por volta de 530 ns, observou-se a estabilização do 

sistema em 3,0 Å entre Ser-O e C21 e 10,0 Å entre Ser-O e C19. 

 

Figura 39 - RMSD e perfil de distância ao longo da simulação de 700ns. (A) RMSD em que a 

linha vermelha indica proteína, linha preta indica o ligante 7 na conformação Lig7_conf1 e 

linha azul indica a tríade catalítica formada pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287; (B) 

Perfil de distância-tempo, em que a linha vermelha indica a distância entre Ser-O e C21 e a 

linha preta indica a distância entre Ser-O e C19. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Analisando a distância (Figuras 40A) e o ângulo (Figuras 40B) de ataque da serina 

catalítica ao carbono eletrofílico do grupo carboxila (C21) do ligante 7, observou-se que o 

ambos, distância e ângulo, estão dentro dos critérios NAC a partir de 540 ns, sendo, dessa forma 

favorável ao ataque nucleofílico. 
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Figura 40 - Gráfico de distância e ângulo obtidos por dinâmica molecular. (A) Distância-tempo 

e (B) Ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catálise Ser-O/C21/O do ligante 7 e 

conformação Lig7_conf1. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A Figura 41A apresenta o RMSD para a enzima, o ligante na conformação 

Lig7_conf2 e a tríade catalítica. Observou-se que a enzima apresentou pequenos saltos, 

estabilizando-se a partir de 100 ns em 0,3 nm. Além disso, foi possível observar que a tríade 

catalítica se manteve estabilizada durante quase toda a simulação. Já o RMSD para o ligante 7 

(linha preta) apresentou vários saltos durante toda a simulação de 700 ns. 

A Figura 41B mostra o perfil de distância para o carbono 21 (carbono eletrofílico 

do grupo carboxila; linha vermelha) e para o carbono 19 (carbono eletrofílico da lactona; linha 

preta) até o oxigênio da serina catalítica.  
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Figura 41 - RMSD e perfil de distância ao longo da simulação de 700ns. (A) RMSD em que a 

linha vermelha indica proteína, linha preta indica o ligante 7 na conformação Lig7_conf2 e 

linha azul indica a tríade catalítica formada pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287; (B) 

Perfil de distância-tempo, em que a linha vermelha indica a distância entre Ser-O e C21 e a 

linha preta indica a distância entre Ser-O e C19. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A simulação de DM revelou que a conformação Lig7_conf2 não é estável, uma vez 

que os momentos em que o C21 (Figura 42) atingiu distância e ângulo de ataque favoráveis ao 

ataque nucleofílico foram muito pequenos. 
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Figura 42 - Gráfico de distância e ângulo obtidos por dinâmica molecular. (A) Distância-tempo 

e (B) Ângulo-tempo para os átomos envolvidos na catálise Ser-O/C21/O do ligante 7 e 

conformação Lig7_conf2. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Com base nos resultados discutidos para as duas conformações (Lig7_conf1 e 

Lig7_conf2) do ligante 7 (O-decanoilado), foi possível identificar a conformação Lig7_conf1 

com sendo a mais adequada para a catálise enzimática observada na carboxila C21, conforme 

observado nos dados experimentais.  

 

5.6 Estimativa de energia de interação 

Através do cálculo de MM-PBSA pode-se obter estimativas da energia de interação 

para o complexo receptor-ligante, da diferença de energia entre eles e, consequentemente, da 

afinidade do ligante com o receptor (AHMAD et al., 2021).  

A Tabela 4 apresenta as energias de ligação de van der Waals de cada complexo 

receptor-ligante, sendo -173,2 kJ/mol para annonalida (1) na conformação Lig1_conf1; -167,3 

kJ/mol para o derivado O-acetilado (4) na conformação Lig4_conf1; -211,8 kJ/mol para o 

substrato O-propanoilado (5) na conformação Lig5_conf1; -243,6 kJ/mol para o derivado O-

hexanoilado (6) na conformação Lig6_conf1; -280,0 kJ/mol para o O-decanoilado (7) na 

conformação Lig7_conf1. Para Segantine (2019), as interações de van der Waals são 
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importantes na estabilização dos complexos e de reconhecimento molecular, principalmente 

quando as moléculas estão próximas. A energia eletrostática de cada complexo Lig1_con1, 

Lig4_conf1, Lig5_conf1, Lig6_con1 e Lig7_conf1 foi de -55,5; -24,2; -28,3; -67,1 e -51,2 

kJ/mol, respectivamente. 

Analisando a energia de ligação (ΔGLig) no modelo de superfície acessível ao 

solvente (SASA) e no modelo de volume acessível ao solvente (SAV) de cada complexo, 

percebe-se que o aumento da afinidade entre receptor-ligante está associado ao aumento da 

hidrofobicidade da cadeia lateral do grupo acila. Estes resultados se assemelham aos 

experimentais e aos disponíveis na literatura (FABER, 2011; KHAN et al., 2017), que afirmam 

que as lipases atuam melhor em interface hidrofóbica por se apresentarem na conformação 

ativa, aumentando significativamente sua atividade lipolítica.  

 

Tabela 4 - Valores de energia de ligação pelo método MM-PBSA para as conformações que 

teve sua estabilidade confirmada por DM (valores em kJ/mol). 

 EVW Eeletro. Epolar ESAV ESASA ΔGLig(SAV) ΔGLig(SASA) 

Lig1_conf1 -173,2 -55,5 121,6 -140,9 -17,8 -248,1 -124,9 

Lig4_conf1 -167,3 -24,2 114,3 -129,7 -17,6 -206,9 -94,9 

Lig5_conf1 -211.8 -28.3 118.2 -160.3 -19.4 -282.3 -141.4 

Lig6_conf1 -243.6 -67.1 189.4 -201.8 -24.9 -323.2 -146.3 

Lig7_conf1 -280.0 -51.2 156.7 -219.4 -27.8 -393.8 -202.3 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A Figura 43A mostra a lipase do fungo na conformação ativa, onde dois 

aminoácidos (cor magenta) encontram-se na tampa do bolsão de ligação. A Figura 43B 

apresenta o gráfico com perfil de distância entre dois aminoácidos na tampa do bolsão, Ile115 

e Ala285, para o O-acetilado (4). Foi possível observar que estes resíduos de aminoácidos 

estavam distantes no início da etapa de produção da DM. Dessa forma, a enzima encontrava-se 

na conformação com a tampa aberta (conformação ativa), mas no decorrer da simulação de 

1000 ns percebeu-se uma aproximação desses aminoácidos, sugerindo um fechamento da 

tampa. Este fator afeta, significativamente, a catalise do substrato, o que também foi constatado 

pela baixa afinidade de ligação apresentada na Tabela 4.  

Khan e colaboradores (2017), em seu trabalho sobre o domínio da tampa em lipases, 

afirmam que a tampa flexível próxima ao sítio ativo da lipase pode contribuir tanto para 
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diminuição da estabilidade quanto para as propriedades catalíticas do biocatalisador. Devido à 

natureza anfipática da tampa, na sua conformação fechada, a região hidrofílica fica voltada para 

o solvente e a região hidrofóbica fica voltada para o sítio ativo. Assim, devido à baixa 

hidrofobicidade do substrato 4, é possível sugerir que este, provavelmente, está direcionado 

para o lado hidrofílico da tampa (voltada para o solvente) e não para o sítio catalítico da enzima. 

 

Figura 43 - Enzima e perfil de distância. (A) Receptor na conformação ativa, cor magenta 

aminoácidos da tampa (Ile115 e Ala285). (B) Perfil de distância entre os aminoácidos Ile115 e 

Ala285 para acetilado (4) durante simulação longa de 1000 ns. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Para o derivado O-decanoilado (7), a análise do perfil distância para os resíduos 

Ile115 e Ala285 do complexo (Figura 44) mostrou que estes aminoácidos se afastaram ao longo 

da simulação, mantendo a enzima com a tampa aberta (conformação ativa) durante toda a 

simulação longa de 700 ns. As energias de ligação apresentadas na Tabela 4 corroboram esses 
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resultados, apresentando ΔGLig(SAV) de -393,8 kJ/mol e ΔGLig(SASA) de -202,3 kJ/mol para 

Lig7_conf1.  

 

Figura 44 - Perfil de distância entre Ile115 e Ala285 para o derivado O-decanoilado (7). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Todos esses resultados estão de acordo com os experimentais da biotransformação 

da annonalida (1) e seus derivados O-acilados (4-7) (Item 3.4 – Figura 9). Nestes, o derivado 7 

produziu a annonalida como produto majoritário, formada pela hidrólise do grupo carboxila do 

éster da cadeia lateral. O substrato 7 apresentou elevada atividade lipolítica, provavelmente 

devido à alta hidrofobicidade, fazendo com que não fosse expulso do sítio ativo da enzima após 

o início da etapa de produção da DM, e se mantivesse estável durante toda a simulação. 
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6 CONCLUSÃO 

O estudo teórico da atividade catalítica da lipase do fungo Fusarium oxysporum na 

bioconversão do diterpeno annonalida e seus derivados O-acilados foi realizado empregando-

se as seguintes etapas: (i) modelagem molecular por homologia para obtenção da lipase do 

fungo a ser investigada; (ii) avaliação e refinamento do modelo enzimático; (iii) obtenção das 

estruturas tridimensionais dos ligantes; (iv) identificação do potencial de interação entre a lipase 

do fungo e a annonalida e seus derivados O-acilados. 

Os estudos teóricos empregados, mostraram-se eficientes para explicar a influência 

do grupo acila na cadeia lateral dos substratos investigados (1, 4-7) na hidrólise enzimática 

destes compostos pela lipase modelada do fungo F. oxysporum. As simulações de docking 

molecular permitiram identificar conformações mais susceptíveis ao ataque da serina catalítica 

da enzima ao carbono 19 (carbono carboxila) do anel lactona da annonalida (1) e ao carbono 

21 (carbono carboxila) da cadeia lateral dos derivados O-acilados (4-7), segundo os critérios 

NAC. Contudo, as simulações de ancoramento molecular, sozinhas, não forma suficientes para 

explicar os dados experimentais. 

As simulações de dinâmica molecular (DM) confirmaram a estabilidade de algumas 

das conformações obtidas no docking molecular, através da análise dos valores de RMSD para 

a enzima, o ligante (conformações indicadas pelo docking) e para a tríade catalítica formada 

pelos aminoácidos Ser174, Asp228 e His287. Também foi analisado a distância entre a serina 

catalítica (Ser-O) para o C19 (carbono eletrofílico do anel lactona) e C21 (carbono eletrofílico 

da cadeia lateral) e ângulo de ataque entre Ser-O/C21/O. Os resultados obtidos nas simulações 

de DM revelaram a estabilidade das conformações Lig1_conf1, Lig5_conf1, Lig6_conf1 e 

Lig7_conf1. A conformação Lig4_conf1 mostrou baixa estabilidade comparada às dos demais 

substratos.   

Por fim, após as simulações de acoplamento induzido, a realização de cálculos de 

MM/PBSA permitiu estimar-se a energia de interação entre enzima-substrato. Os resultados 

mostraram que o aumento da cadeia acila, associada ao aumento da hidrofobicidade, apresenta 

geometria compatível ao processo catalítico. Estes resultados corroboraram os resultados 

experimentais analisados por LC/MS. 
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