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CAVALCANTI, Maria Isabel dos Santos. Estudo tedrico-computacional da
interacdo de micotoxinas com nanoporo proteico. 2024. 58. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduacdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2024.

RESUMO

As micotoxinas (MTXs) sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos de
diversas espécies. Estas tornaram-se um grande problema para a agroinduistria,
devido aos danos que causam a cultivares, animais e, consequentemente, a saude
humana. Tais substancias desempenham mecanismos de toxicidade que implicam
em comprometimento hepético, neuroldgico, renal e reprodutivo, além de terem efeito
carcinogénico, a partir do seu contato com 0 organismo, seja por ingestéo, inalagao
ou penetracdo cutanea. Dentre os métodos utilizados para a deteccdo de MTXs, o
Biossensoriamento Estocastico tem apresentado resultados promissores, através do
uso de uma a-toxina bacteriana com capacidade de formacgéo de poros de membrana,
ou nanoporo proteico (NP), que é dividido em trés porgdes: copal, anelar e troncular.
O blogueio temporario do lumen do NP de a-toxina, em sua regiao de estreitamento,
localizada na porcéo anelar, por uma molécula-analito gera uma oscilacao temporaria
na corrente elétrica, a qual, sendo observada em um determinado espacgo de tempo,
produz um padrdo denominado de "impresséao digital". Com o advento dos métodos
de simulacdo computacional, tornou-se possivel estudar a interacdo entre uma
proteina (ou receptor) e um ligante, a partir de uma técnica in silico denominada
Ancoragem Molecular (AM) ou molecular docking. Através desta ferramenta de
analise tedrica, € possivel calcular as energias de interacdo e os modos de ligacdo na
formac&o de um complexo receptor-ligante dentro de uma caixa com dimensdes pré-
definidas. Também é possivel identificar de que maneira o ligante interage com a
proteina, se por ligacdes de hidrogénio, pontes salinas ou outras, bem como avaliar
como este ligante torciona para promover a formacéo deste complexo. Neste trabalho
foi estudada a interacdo de Fumonisina B1, Toxina T2, Desoxinivalenol, Nivalenol e
Ocratoxina A com um NP formado por a-hemolisina de Staphylococcus aureus,
através do método de AM. As moléculas das MTXs foram obtidas a partir do banco de
moléculas PubChem e o NP, a partir do Protein Data Bank (PDB). As coordenadas da
caixa de analise foram definidas para a porcao Troncular e a regido de Estreitamento
do NP. O docking foi realizado utilizando-se uma plataforma online e nacional, o
DockThor, e um software internacional, o Genetic Optimization for Ligand Docking
(GOLD). Os resultados foram analisados utilizando-se o programa Discovery Studio
Visualizer, a partir do qual € possivel obter uma representacdo grafica do complexo
receptor-ligante, juntamente com seu perfil de interacdes intermoleculares. As
ancoragens foram feitas em triplicata e foi calculada a Média Aritmética das
pontuacdes geradas por ambas as plataformas. As médias das pontuacfes geradas
pelo GOLD foram comparadas utilizando-se Analise de Variancia (ANOVA). Os
resultados demonstraram que as MTXs interagem com residuos de aminodacidos
especificos da regido de estreitamento do NP, como LYS147, GLU111l e MET113,
bem como os residuos da por¢ao troncular, SER141 e ASN139. Estas interacdes sao
mediadas principalmente por liga¢des de hidrogénio convencionais, liga¢cdes carbono-
hidrogénio e interacfes alquila. Estes resultados corroboram com o que j& foi descrito
na literatura, bem como com o que ja se observou experimentalmente com FB1 e
OTA.



Palavras-chave: Ancoragem Molecular. a-toxina. Biossensoriamento. Simulagdes
computacionais.
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ABSTRACT

Mycotoxins (MTXs) are secondary metabolites produced by fungi of different species.
This has become a major problem for the agroindustry, due to the damage it causes
to cultivars, animals and, consequently, human health. Such substances carry out
toxicity mechanisms that result in hepatic, neurological, renal and reproductive
impairment, in addition to having a carcinogenic effect, through contact with the body,
whether through invasion, inhalation or skin penetration. Among the methods used to
detect MTXs, Stochastic Biosensing has shown promising results, through the use of
a bacterial a-toxin with the capacity to form membrane pores, or protein nanopores
(NP), which is divided into three portions: copal, ring and stem. The temporary
blockage of the lumen of the a-toxin NP, in its narrowing region, located in the ring
portion, by an analyte molecule generates a temporary oscillation in the electrical
current, which, when observed over a certain period of time, produces a pattern called
"fingerprint”. With the advent of computational simulation methods, it became possible
to study the interaction between a protein (or receptor) and a ligand, using an in silico
technique called Molecular Anchoring (AM) or molecular docking. Using this theoretical
analysis tool, it is possible to calculate the interaction energies and binding modes in
the formation of a receptor-ligand complex within a box with pre-defined dimensions.
It is also possible to identify how the ligand interacts with the protein, whether through
oxygen bonds, salt bridges or others, as well as evaluate how this ligand twists to
promote the formation of this complex. In this work, the interaction of Fumonisin B1,
Toxin T2, Deoxynivalenol, Nivalenol and Ochratoxin A with a NP formed by a-
hemolysin from Staphylococcus aureus was scientific, using the AM method. The MTX
molecules were obtained from the PubChem molecule bank and NP from the Protein
Data Bank (PDB). The coordinates of the analysis box were defined for the Trunk
portion and the Narrowing region of the NP. Docking was carried out using an online
and national platform, DockThor, and international software, Genetic Optimization for
Ligand Docking (GOLD). The results were analyzed using the Discovery Studio
Visualizer program, from which it is possible to obtain a graphical representation of the
receptor-ligand complex, together with its profile of intermolecular interactions. The
anchorings were done in triplicate and the Arithmetic Mean of the scores generated by
both platforms was calculated. The mean scores generated by GOLD were compared
using Analysis of Variance (ANOVA). The results demonstrated that MTXs interact with
specific amino acid residues in the NP narrowing region, such as LYS147, GLU111
and MET113, as well as residues in the trunk portion, SER141 and ASN139. These
interactions are mediated mainly by conventional hydrogen bonds, carbon-hydrogen
bonds and alkyl interactions. These results corroborate what has already been
described in the literature, as well as what has already been observed experimentally
with FB1 and OTA.

Key words: Molecular Docking. a-toxin. Biosensing. Computer simulations.
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1. INTRODUCAO

As Micotoxinas (MTXs) sdo produtos de metabolismo secundario de
fungos de diversas espécies, capazes de desempenhar um papel téxico ao
entrar em contato com outros organismos, sejam plantas, animais ou seres
humanos (JURASCHEK et al, 2022). A contaminacdo por estas substancias
resulta no desenvolvimento das “micotoxicoses” (LI et al, 1999; HOERR, 2020),
uma série de doencas relacionada aos seus mais diversos mecanismos de
patogénese.

Dentre as MTXs mais frequentemente encontradas, destacam-se a
Fumonisina B: (FB1), a Ocratoxina A (OTA), o Desoxinivalenol (DON), o
Nivalenol (NIV) e a Toxina-T2 (TONZ2), as quais tém alta prevaléncia e séo
extremamente toxicas (QUINTELA, 2021). A FB1 esteve associada a um surto
de Leucoencefalomalacia em equinos na Africa do Sul, por volta de 1970
(MARASAS et al, 1988). Houve registros de contaminacédo por TON2, na antiga
Unido Soviética, devido a ocorréncia de Aleucia Alimentar Toxica (conhecida
como ATA), além de casos de envenenamento na China, por volta de 1985, e na
india, em 1987, por consumo de p&o e cereais mofados, contaminados por DON,
NIV e TON2 (SUBEDI, 2015; LI et al, 1999). Ademais, a OTA foi relacionada a
Nefropatia Endémica dos Balcds, uma doenca endémica da Bulgéaria
(CASTEGNARO ET AL, 2006).

Os principais métodos utilizados na deteccdo, identificacdo e
guantificacdo de MTXs consistem na implementacdo de técnicas
cromatograficas associadas a espectrometria de massas, tornando-se
ferramentas de alta sensibilidade e especificidade, contudo dispendiosas e
custosas (PEREIRA et al, 2014). Métodos emergentes no ambito dos
biossensores fornecem alternativas de baixo custo e alta sensibilidade na
deteccdo dessa classe de moléculas (HERNANDEZ-VARGAS et al, 2018).
Neste campo, a utilizacdo de um biossensor proteico, formado por um nanoporo
unitario em uma bicamada lipidica plana, denota ser capaz de detectar,
identificar e quantificar diversos analitos, tornando-se uma ferramenta
promissora na area (AGUIAR et al, 2015). O principio de deteccdo € baseado

em um sistema estocastico com a passagem e interacao de forma aleatoéria dos
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analitos pelo limen aquoso da estrutura proteica, observando-se oscilagfes
discretas da corrente ibnica, a ser captada por todo um aparato eletrénico (SILVA
et al, 2024).

Com o advento das novas tecnologias, os modelos de simulacdo
computacional se tornaram ferramentas bastante viaveis na triagem de
moléculas, na elucidagdo de mecanismos de interacao intermolecular, no estudo
guantico de interagbes intermoleculares, no desenvolvimento de novos
farmacos, ganhando cada vez mais o campo multidisciplinar (FU et al, 2018). O
estudo dos mecanismos de interacdo molecular através da utilizacdo dessas
ferramentas computacionais, tem auxiliado na obtencdo de informagdes do
processo de interacdo de variados analitos com nanoporos proteicos unitarios
(SILVA JUNIOR et al, 2019). A busca por essas elucidacdes oportuniza a
aplicagéo de técnicas de ancoragem molecular, a fim de investigar modelos de
interacdes, diminuir custos operacionais, fornecer robustez e suporte aos dados
analisados (SABE et al, 2021).

Diante de todo o panorama exposto anteriormente, este trabalho traz um
estudo tedrico-computacional, através do método de ancoragem molecular,
acerca da interacdo entre as MTX e 0 nanoporo proteico (NP) formado pela a-
hemolisina de Staphylococcus aureus. Foram selecionadas a FB1, a OTA, o
DON, o NIV e a TON2 com a finalidade de analisar e elucidar as principais

interacdes entre essas substancias e o NP.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Contaminantes quimicos sdo um grupo de compostos potencialmente
toxicos capazes de causar danos ao meio ambiente e, consequentemente, ao
ser humano. Podem originar-se no solo, no ar, na dgua e em processos de
industrializacao e cultivo, podendo comprometer a producdo e armazenamento
de alimentos (RATHER et al, 2017; ZINI & GUTTERRES, 2021). Segundo a
classificacdo da Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA), os
contaminantes alimentares se distribuem em: (i) metais toxicos, como arsénio,
mercurio, cadmio e chumbo; (i) contaminantes industriais e ambientais, como

Oleos minerais, dioxinas e hidroximetilfurfural; (iii) substancias organicas, como
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acido peracético, formaldeido e melamina; (iv) micotoxinas e biotoxinas, como
teobromina, alcaloides, aflatoxinas e fumonisinas; (v) residuos medicamentosos,
como antibidticos, verde malaquita e coccidiostaticos; e outros contaminantes
(EFSA, 2019; MAHER & NOWAK, 2022).

2.1. Micotoxinas

As micotoxinas (MTXs) consistem em um amplo conjunto de metabdlitos
secundarios fungicos capazes de desencadear uma série de mecanismos de
toxicidade em plantas, animais e, impactando sobre a satde humana (DEY et al,
2023; JURASCHEK et al, 2022). Dentre as principais espécies produtoras destas
substancias, destacam-se as pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Alternaria e Claviceps, a partir dos quais séo produzidas moléculas
como as Aflatoxinas (AFs), Fumonisinas (FUMs), Tricotecenos (TCTSs),
Ocratoxinas (OTs), entre outras (EL-SAYED et al, 2022). Sdo divididas em
grupos de acordo com sua complexidade molecular, suas propriedades fisico-
guimicas, e sua producdo depende de fatores especificos como temperatura,
umidade relativa do ar, densidade da agua, pH ideal, concentracdo de oxigénio
e da composicéo do substrato onde se desenvolvem (TANIWAKI et al, 2019).

As MTXs tornaram-se objeto de estudo de extrema importancia para o
setor agricola, jA que muitos registros da presenca destes compostos estédo
diretamente relacionados a criacdo, producdo e armazenamento de
commodities, das quais destacam-se milho, soja, amendoim, maca, uva e café,
cereais, graos e racoes, afetando também a saude de aves, suinos e bovinos, ja
gue estes podem contaminar-se a partir da ingesta de ra¢des contaminadas,
resultando em grande impacto econdémico para a industria agricola (UDOMKUN
et al, 2017; PRESTES et al, 2019; MAGNOLI et al, 2019). Segundo a Revisao
Global de Micotoxinas da Selko, das 52 mil amostras de insumo coletadas, o
percentual de contaminacéo foi de 31 a 69% para desoxinivalenol (DON), toxina
T2 (TON2), zearalenona (ZEA), fumonisinas (FUMSs), aflatoxinas (AFs) e
ocratoxina A (OTA) (SELKO, 2023).

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO), cerca de 25% da producao agricola global anual estd contaminada por
micotoxinas (MAGNOLI et al, 2019; JANIK et al, 2020). Para a Organizacao
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Mundial da Saude (OMS), contamina¢des por micotoxinas sado inevitaveis, seja
no processo de cultivo, colheita ou armazenamento. Portanto, véarias estratégias
de manejo séo utilizadas a fim de reduzir os danos, além da adoc¢do de normas
para evitar que a producdo de MTXs comprometa a producdo agricola
(SCHLOSSER et al, 2020; TAN et al, 2023). No Tabela 1 estdo indicados, de
maneira resumida, os Limites Maximos Tolerados (LMTSs) por organizacdes
internacionais, como a FDA dos Estados Unidos, a Autoridade Europeia para
Seguranca Alimentar (EFSA) e a Comisséo Europeia (EC).

Tabela 1. Limites Maximos Tolerados, internacionais, das micotoxinas, segundo a Autoridade

Europeia para Seguranca Alimentar (EFSA), Food and Drug Administration (FDA) e a Comisséo
Europeia (EC).

Micotoxinas Limites Maximos Toleraveis Organizacbes
2 ug/ kg EFSA (TDI)
Fumonisina B: 2000-4000 pg/ kg US FDA
200-4000 ug/ kg EC
5 ng/ kg EFSA (TDI)
Ocratoxina A nao estabelecido US FDA
2-15 ug/ kg EC
1 ug/ kg EFSA (TDI)
Desoxinivalenol 1000-1000 ug/ kg US FDA
200-1750 ug/ kg EC
1.2 ug/ kg EFSA (TDI)
Nivalenol nao estabelecido US FDA
nao estabelecido EC
100 ng/ kg EFSA (TDI)
Toxina T-2 nao estabelecido US FDA
100 ng/ kg EC
100 ng/ kg EFSA (TDI)
Toxina HT-2 nao estabelecido US FDA
250-1000 ug/ kg EC

Fonte: JURASCHEK et al (2022) e JANIK et al (2020).

O Brasil esta entre os maiores produtores de commodities do mundo. Em
2021, o pais liderou o0 32% do mercado internacional, produzindo 3,4 milhdes de
toneladas de café. Além disso, a producéo brasileira de frutas ocupou 5,4 % da
producdo mundial, com 58 milh6es de toneladas, sendo o terceiro maior do
planeta (EMBRAPA, 2022). Entretanto, da mesma maneira como as MTXs
afetam a producdo em outros paises, também comprometem a producédo
agricola brasileira que, por ocorrer em territorio tropical, fornece um ambiente
bastante favoravel ao desenvolvimento de fungos e, consequentemente, a
producdo de metabodlitos secundarios toxicos. Na Tabela 2 estdo listados

resumidamente os (LMTs) no Brasil, segundo a Normativa N° 160 da ANVISA,
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formulada em 2022 (ANVISA, 2022). Nao foram encontrados os LMTs para
Toxina T-2 e o Nivalenol.

Tabela 2. Limites Maximos Tolerados, no Brasil, de micotoxinas em diversos grupos alimentares
(gréos, cereais, milho, soja, café), segundo Normativa N N° 160, de 1° de julho de 2022, ANVISA.

Micotoxinas Limite Maximo Tolerados (ug/ Kg)
Desoxinivalenol 200 - 2000
Fumonisinas B.e B: 200 - 5000
Ocratoxina A 2-30
Toxina T-2 ndo encontrado
Nivalenol ndo encontrado

E possivel contaminar-se por estas toxinas através da exposicéo das vias
aéreas, das mucosas gastrointestinais, ou seja, por ingestdo, e por contato
cutaneo, acarretando uma série de doencas que comegcam a se desenvolver no
organismo por diversos mecanismos de toxicidade, as denominadas
“micotoxicoses” (ZAIN et al, 2011). Os efeitos téxicos relacionados as MTXs ja
foram bem descritos e relatados diversas vezes na literatura, os quais vao desde
irritacdo de mucosas do trato digestorio, até lesBes renais e hepaticas,
comprometimento neurologico e imunolégico, reprodutivo, além de oncogénese
(HAQUE et al, 2020). Os principais mecanismos de acéo estdo associados a
inibicAo de proteinas, intervencdo na expressdo génica, danos ao DNA,
interferéncia em vias metabdlicas e de ativacédo de inflamacao, mecanismos de
apoptose, estresse oxidativo e producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (WU et al, 2014).

H&a, atualmente, uma ampla gama de métodos de deteccédo de MTXs, a
maioria deles envolvendo Cromatografia e Espectrometria, dos quais pode-se
aqui destacar: Cromatografia em Camada Delgada (CCD); a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que pode ser acoplada a Detectores por
Fluorescéncia (DF), Ultravioleta (UV), Arranjos de Diodo (DAD) ou
Espectrometria de Massas (EM); a Cromatografia Gasosa acoplada a Detector
de Captura de Elétron (DCE), Detector por lonizacdo de Chama (DIC), Deteccao
Seletiva de Massa (SM); Ensaio de Imuno-absorcdo Enzimatica (ELISA) (JANIK,
2021; ALSHANNAQ, 2017).

2.2. Biossensoriamento Estocastico

Um meétodo bastante promissor para a deteccdo, identificacdo e
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quantificagdo de substancias é o Biossensoriamento Estocéstico, que consiste
na utilizacdo de um nanoporo proteico (NP) unitario inserido em uma bicamada
lipidica plana, a qual é banhada em solucéo eletrolitica (AGUIAR et al, 2015;
SILVA et al, 2024). A formacgdo da bicamada lipidica se da como demonstrado
na Figura 1, onde € adicionado um lipideo em ambos os lados da camara, com
a solucao abaixo do orificio. Quando a solucéo eletrolitica nos dois lados sobe
até cobrir o orificio, € observado o aumento da capacitancia (onda quadrada),
indicando que as duas laminas lipidicas foram formadas.

Mergulhados nesta solucéo estéo dois eletrodos de prata-cloreto de prata,
cada um em um lado (Cis e Trans) de uma camara de Teflon®, que conectam o
sistema a uma Gaiola de Faraday, acoplada a um conjunto de amplificador de
sinal e filtro, que enviam sinais de corrente idnica para um computador, onde as
informacdes ficam armazenadas. A deteccdo da molécula se da a partir do
bloqueio parcial de corrente ibnica do NP, onde se observa a oscilagéo da onda
guadrada, em pequenos intervalos de tempo. O padrao de bloqueios observado
ao longo de uma série temporal define uma “impressao digital” da molécula,
permitindo assim, sua identificacdo (SILVA JUNIOR et al, 2019).

Figura 1. Esquema de formacdo da bicamada lipidica plana. Em A, a cAmara de Teflon®,

dividida em dois lados (cis e trans) por uma particdo do mesmo material, contendo um orificio

central que comunica os dois lados. Em B e C, a formacgé&o da bicamada lipidica por meio do

aumento da capacitancia (aumento da onda quadrada).
A B C

= ¥

“h

Formacgao da
bicamada
lipidica
plana

=

Bicamada
lipidica
formada

Fonte: SILVA-JUNIOR, 2017.
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2.3. Algumas classes de Micotoxinas

Neste trabalho foram abordadas apenas as micotoxinas selecionadas para
realizacdo da ancoragem: as fumonisinas, 0s tricotecenos e as ocratoxinas.
Visando elucidar os resultados experimentais observados em SILVA et al (2023),
foram selecionadas a fumonisina B1 e a ocratoxina A. Como ainda n&o foram
realizados experimentos de biossensoriamento com os tricotecenos, mas foram

selecionados os de maior incidéncia: desoxinivalenol, toxina T-2 e nivalenol.

2.3.1.Fumonisinas

Fumonisinas (FUMs) sdo um grupo de micotoxinas produzidas
principalmente por fungos do género Fusarium, composto por cerca de 28
analogos, tais como FAl, FA2, FA3, PHFA3a, PHFA3b, HFA3, FAK1, FBK1,
FB1, Iso-FB1, PHFBla, PHFB1b, HFB1, FB2, FB3, FB4, FB5, FC1, N-acetyl-
FC1, Iso-FC1, N-acetyl-iso-FC1, OH-FC1, N-acetyl-OH-FC1, FC3, FC4, FP1,
FP2, FP3 sendo a Fumonisina B1 (FB1) a mais tdxica e mais abundante
(DELLAFIORA et al, 2018). Os principais registros do fungo produtor desta
substancia estdo associados a producao de cereais e milho, podendo levar ao
desenvolvimento de estresse oxidativo, defeitos no sistema reprodutivo e
comprometimento neuroldgico, a partir da interferéncia na sintese de lipidios
(CHEN et al, 2021).

A FB1 é um aminopoliol que apresenta estrutura molecular formada por 20
carbonos com grupos metil nas posicdes 12 e 16, e 2 grupos de propano-1,2,3-
tricarboxilico, ou &cidos tricarboxilicos (TCAs) esterificados nos grupamentos
hidroxilicos das posicfes 14 e 15, formando assim, uma estrutura semelhante a
de um lipidio (QIN et al, 2017; KIM et al, 2006). Na Figura 2 estdo representadas
as estruturas moleculares da FB1, seguida de sua forma hidrolizada (HFB1),
onde h& perda dos TCAs, tornando-a semelhante a esfingosina e a esfinganina,

precursoras da ceramida.

Figura 2. Comparacdo entre as estruturas de FB1 (& esquerda e em cima) e sua forma
hidrolisada (a direita e em cima) com as estruturas de esfingosina (a esquerda e embaixo) e
esfinganina (a direita e embaixo).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Estas semelhancas fazem com que as fumonisinas tenham um mecanismo
citotoxico bastante especifico, além dos demais observados nas MTXs, ao
interferir na producéo de esfingolipidios e ceramida, comprometendo a formacgéao
da bainha de mielina em neurénios e a formac&o da membrana celular de células
vegetais (KUMAGAI & HANADA, 2019). Em 1988, um grupo de pesquisadores
sul-africanos identificou e caracterizou a estrutura da FB1, comparando-a e
classificando-a como uma toxina analoga a esfingosina e esfinganina, que tém

sido usadas como marcadores para exposicao a FB1 (ZHENG et al, 2020).

2.3.2.Tricotecenos

Tricotecenos (TCTs) sdo produzidos por fungos do género Fusarium,
classificados como sesquiterpenos ciclicos e distribuidos em grupos de
terpenoides simples e de terpenoides macrociclicos, caracterizados pela
presenca de anéis epoxidos, com capacidade de desencadear varios
mecanismos de toxicidade (FOROUND et al, 2019). Existem cerca de 150
compostos relatados e estdo distribuidos em 4 grupos, como pode-se ver ha
Figura 2: os do grupo A nao apresentam grupamento carbonila no C-8, por
exemplo, a Toxina T2; ja no grupo B, os compostos apresentam carbonila em C-
8, como se observa no Desoxinivalenol, por exemplo; o grupo C é caracterizado

pela adicdo de mais um anel epoxido em C-7,8 ou C-9,10; e os compostos do
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grupo D apresentam um anel macrociclico entre as posi¢des 4 e 15 (SUDAKIN,
2003).

Figura 3. Divisdo dos tricotecenos em 4 grupos.

Group A: T-2 toxin

Group B: Deoxynivalenol

0 .OH

Fonte: Sudakin (2003).

O Desoxinivalenol (DON), também conhecido como vomitoxina (TIAN et al,
2016), apresenta nomenclatura, segundo a Unido Internacional de Quimica Pura
e Aplicada (IUPAC), (1R,2R,3S,7R,9R,10R,12S) -3,10-dihidroxi-2-(hidroximetil)
-1,5-dimetilespiro [8-oxatriciclo [7.2.1.02,7] dodec-5-eno-12,2'-oxirano] -4-ona. E
produzido por fungos como Fusarium graminearum e outras espécies, e esta
associado a uma doenca denominada Fusarium Head Blight (FHB), que afeta
espiculas de trigo (SOBROVA et al, 2010; TIAN et al, 2016; OSBORNE et al,
2007). Consiste em uma substancia incolor, soluvel em agua e solventes polares
organicos e pode resistir a temperaturas entre 150 e 170°C. A contaminacao por
DON pode causar sintomas semelhantes a anorexia, mediados por inducao de
hormbnios da saciedade e citocinas pré-inflamatérias, além de episodios de
vomito, dores de cabeca, tonturas, diarreia, dor abdominal, chegando a causar

presenca de sangue nas fezes, em casos mais graves (EFSA et al, 2017; LI et
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al, 2022).

A Toxina T2 (TON2) é uma das MTXs mais toxicas, produzida por varias
espécies de Fusarium, como Fusarium verticillioides, por exemplo, facilmente
encontrados em territérios de clima quente. E um sesquiterpenoide tetraciclico
gue apresenta dois anéis epoxidos, denominada, segundo a IUPAC, como
[(1S,2R,4S,7R,9R,10R,11S,12S) -11-acetiloxi-2-(acetiloximetil) -10-hidroxi-1,5-
dimetilespiro [8-oxatriciclo [7.2.1.02,7] dodec-5-eno-12,2'-oxirano] -4-il] 3-
metilbutanoato (ADHIKARI, 2017, LI et al, 2022). E insoltvel em agua, mas se
solubiliza em solventes polares organicos, resistente a altas temperaturas e até
mesmo autoclavagem. Entre as principais patologias relacionadas a
contaminacdo por Toxina T2, vale destacar a Aleucia Téxica Alimentar (ATA),
caracterizada pelo desenvolvimento de sintomas como nausea, vomito, diarreia,
inflamacdo na mucosa gastrica e intestinal, tendo como principal aspecto
hematolégico a leucopenia severa, acompanhada de anemia, relatada pela
primeira vez em 1940 na Unido Soviética (LUTSKY, 1981).

Nivalenol, ou 12,13-epo6xi-3,4,7,15-tetrahidroxitricotec-9-en-8-ona,
segundo a IUPAC, é produzido por varias espécies de Fusarium e pertence ao
grupo B dos tricotecenos. Sua estrutura € semelhante a do Desoxinivalenol
(KUMAR et al, 2022). Os relatos de envenenamento por tricotecenos, na China,
no periodo entre 1989 e 1991, sdo associados a diversos disturbios
gastrointestinais, inclusive por contaminacao conjunta de DON, TON2 e NIV (LI
et al, 1999).

2.3.3.0cratoxina A

Denominada quimicamente como Acido (2S) -2-[[(3R) -5-cloro-8-hidroxi-3-
metil-1-oxo-3,4-dihidroisocumarina-7-carbonil] amino] -3-fenilproanoico pela
IUPAC, a Ocratoxina A (OTA) é um membro da familia das isocumarinas,
derivado de fenilalanina (KOSZEGI & POOR, 2016). Trata-se de um &cido
organico fraco, que em pH alcalino pode ser solavel em bicarbonato de sédio.
Em pH neutro a &cido, pode se solubilizar em solventes polares, como
cloroformio e metanol. Quando em pH &cido, apresenta fluorescéncia verde, e
em pH alcalino, apresenta fluorescéncia azul (OLIVEIRA et al, 2019; El-
KHOURY & ATOUI, 2010).
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O tempo de meia-vida (T12) da OTA é de aproximadamente um més na
corrente sanguinea. Liga-se a albumina sérica, apds a ingestao, posteriormente
se distribuindo para outros 6rgédos, como figado, rins, cérebro e tecidos muscular
e adiposo (KOSZEGI & POOR, 2016; AGARWAL et al, 2020). Diversos
mecanismos de toxicidade sdo observados ap0s a contaminacdo por esta
substancia, como a producéo de EROs, inducdo de estresse oxidativo, inibicdo
de sintese proteica, danos ao DNA, desregulacdo da expressdo génica e
interferéncias em vias metabolicas que envolvem a fenilalanina (KHANEGHAH
et al, 2019).

O primeiro registro da OTA foi em 1965, em uma cultura de Aspergillus
ochraceus, embora também tenha sido observada sua produc¢éo por fungos de
outras espécies de Aspergillus e por espécies do género Penicillium (VAN DER
MERWE et al, 1965). Ha cerca de 7 estruturas de Ocratoxinas descritas na
literatura: a Ocratoxina A (OTA), objeto de estudo deste trabalho, Ocratoxina B
(OTB), Ocratoxina C (OTC), OTA metil-éster, OTB metil-éster, OTB etil-éster, 4-
hidroxi OTA, Ocratoxina-a e Ocratoxina-B (LIANG et al, 2015).

2.4. Ancoragem Molecular

Os métodos computacionais de simulacdo tornaram-se uma ferramenta in
silico cada vez mais usual como um estudo complementar, pois permite que se
explorem propriedades fisico-quimicas de diversas moléculas, além de estudar
suas interacbes com diferentes proteinas. Inicialmente desenvolvidos para
desenho de medicamentos auxiliado por computador, 0s modelos
computacionais ganharam maior espaco, sendo também aplicados a Engenharia
de Materiais, a Edicdo Genética e Ciéncia Alimentar, por exemplo (YU et al,
2023). Entre os principais métodos de simulacéo, tém-se a Dinamica Molecular,
o Calculo Quimico Quantico e a Ancoragem Molecular (AM), que foi utilizada
neste trabalho e sera mais bem explicada a seguir.

A AM é uma tecnologia que foi desenvolvida com base no modelo “chave-
fechadura”, onde um ligante pode interagir com uma proteina diretamente em
seu sitio de acao, a partir da identificacdo dos modos de ligacdo entre uma
molécula e seu receptor. Os parametros essenciais para definir os modos de

ligac&o sao os algoritmos de pesquisa e as fungdes de pontuacgao utilizadas por



25

cada software. Entre os algoritmos mais aplicados, destaca-se o de pesquisa
aleatoria, que é representado pelo algoritmo genético (GA) e explora os graus
de liberdade do ligante no espaco de andlise (LEAO, 2022). Os GAs s&o
baseados na Teoria da Evolucdo de Darwin, a partir da selecdo natural, e
tornaram-se ferramentas fundamentais para resolucéo de problemas de busca e
otimizacdo (MAGALHAES et al, 2004).

A afinidade entre um ligante e um receptor é calculada a partir de uma
funcdo de pontuacdo, a qual baseia-se em método empirico, apresentando
pouca acuracia (GUEDES et al, 2020). As funcdes de pontuacdo de cada
software s&o variagbes da fungédo de Energia Livre de Gibbs (equagao 1). Mais
adiante, as funcbes dos programas utilizados neste trabalho serdo melhor
explicadas.

AG=AH-T.AS

Esta funcdo é aplicada quando Temperatura e Pressdo séo constantes.
Onde:

a) AH representa a variacao de entalpia do sistema,;
b) AS representa a variacédo de entropia do sistema;

c) T é uma variavel de temperatura constante.

Na Figura 4, de YU et al (2023) estdo esquematizados todos os
procedimentos para a realizagdo do docking. Inicialmente as estruturas
moleculares séo obtidas, seja por meio de plataformas de desenho de moléculas
ou bancos de dados de moléculas, como o DrugBank, por exemplo. Apés a
obtencao, € realizada a minimizacdo de energia ou otimizacdo da estrutura,
utilizando-se um campo de forca, como o Merck molecular force field (MMFF94)
(HALGREN, 1996). Posteriormente, a estrutura proteica € obtida a partir de um
banco de dados de proteinas ou por meio de modelagem, quando a estrutura
nao esta disponivel. Sdo removidos solventes e ligantes, adicionam-se cargas e
definem-se estados de protonacdo. Finalmente, depois de preparadas as

estruturas, estas sdo submetidas a ancoragem propriamente dita.
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Figura 4. Esquema de passo a passo para realizacdo da ancoragem molecular. Em verde,
sequéncia de procedimentos para obtencéo e preparo das moléculas e, em roxo, sequéncia de
procedimentos para obtenc¢ao e preparo das estruturas proteicas.
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Fonte: YU et al, J. Agric. Food Chem, 2023.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Estudar a interacdo de micotoxinas com o0 nanoporo proteico unitario

formado pela a-hemolisina de Staphylococcus aureus, por meio de ancoragem

molecular.

3.2. Objetivos Especificos

Realizar a AM entre as MTXs e as Regides anelar e troncular no NPA,
em triplicata, no Software GOLD e DockThor;

Determinar e comparar as Energias de Interacdo entre as MTXs e as duas
regides do NPA, a partir dos resultados obtidos pelo DockThor;
Determinar e comparar as Energias de Interacdo entre as MTXs e as duas
regides do NPA, a partir dos resultados obtidos pelo GOLD;

Determinar e comparar os modos de ligacéo e os perfis de interacéo das
MTXs e do NPA, a partir dos resultados do DockThor e do GOLD.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencdo e Preparagcdo das Moléculas de

Micotoxinas

A partir do banco de moléculas PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), foram obtidas as estruturas (Figura 5a) de
Ocratoxina A (CID: 442530), Desoxinivalenol (CID: 40024), Nivalenol (CID:
5284433), Toxina T2 (CID: 5284461), em 3D. As Fumonisinas B1 (CID:
2733487), foram encontradas em 2D e posteriormente convertidas em formato
3D no software Avogadro v. 2.0. As moléculas foram otimizadas, ou seja,
sofreram um processo de minimizacao de energia e otimizacdo geométrica, com

o software Avogadro v. 2.0 (Figura 5b).

Figura 5. A) Estruturas Moleculares das MTXs. B) Otimizacdo no Avogadro 2.0.
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Fonte: A. PubChem. B. Elaborado pela autora.

4.2. Obtencao e Preparacao do Nanoporo Proteico

A a-hemolisina é uma exotoxina de 33 kDa, capaz de se oligomerizar e
formar poros de membrana. Na forma heptamérica, a estrutura € dividida em trés
porcdes (Figura 6a) uma porgao copal, composta por fitas f-sanduiches presas
entre si por travas de grupamento amino, uma porcado anelar, que realiza a
comunicacdo com a membrana celular e onde fica localizada a regido de
constrigao (Figura 6b), e uma porgéao troncular formada por fitas B-barril (SONG
et al., 1996).

Neste trabalho foi utilizada a estrutura cristalografica heptamérica da a-
hemolisina produzida por Staphylococcus aureus (Figura 6), a qual foi retirada
do Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/), sob codigo 7AHL, sendo
realizada, também, a remocdo do solvente no Discovery Studio Visualizer
(VISUALIZER, 2005), como mostra a Figura 6 c e d. O pH da proteina foi ajustado

para 7.4, semelhante as condicfes experimentais.
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Figura 6. A) Estrutura cristalogréfica da a-toxina e suas trés por¢des: Copal, Anelar e
Troncular. B) Regido de Constricdo (circulo preto indicado por seta). C) Proteina antes da
remocao do solvente. D) Proteina apds remocédo do solvente.

Anelar

Troncular

Fonte: Imagem elaborada pela autora.

4.3. Céalculo das Coordenadas de Origem

As coordenadas de origem consistem em um conjunto de coordenadas
(X, Y e Z) que servem para determinar a localizacdo central de uma area de
analise, geralmente do sitio de acdo de uma proteina (FREITAS, 2022). E
necessario, primeiro identificar regides da proteina que sdo sensiveis a um
ligante. Baseando-se nas por¢cdes anelar e troncular do NPA, foram calculadas
as coordenadas atébmicas dos residuos de aminoacidos centrais de cada regido,
de maneira a delimitar o laimen do NPA. Estas coordenadas estédo apresentadas

na Tabela 3.

Tabela 3. Coordenadas de origem das por¢des troncular e anelar da a-toxina (Adaptado de
FREITAS, 2022.)

Regides da a-toxina Residuos de Amino4cidos Coordenadas (X; Y; 2)
ANELAR LYS 147 39,188; 32,857; 31,429
TRONCULAR GLY 137 19,407; 32,851; 13,438

4.4. Realizacdo da Ancoragem Molecular
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4.4.1.Genetic Optimization for Ligand Docking (GOLD)

Genetic Optimization for Ligand Docking (GOLD) é uma ferramenta
robusta, bastante utilizada na area de simulag6es computacionais, e consiste na
utilizacdo de algoritmo genético para realizar o docking ou “ancoragem” de
ligantes em proteinas-alvo, baseando-se na orientacdo e posi¢cdo da molécula
em relacao ao sitio ativo da proteina (JONES, et al, 1997). Este software permite
0 encaixe de ligantes flexiveis ao sitio ativo, além de também permitir a
flexibilizagdo da proteina, com excelente desempenho, e foi desenvolvido pelo
Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC).

O algoritmo genético do GOLD utiliza uma abordagem evolutiva, na qual
uma populacgédo inicial de conformacdes do ligante é gerada aleatoriamente,
sendo otimizada subsequentemente, com base em sua conformagédo mais
favoravel energeticamente. Uma das caracteristicas desta ferramenta de
simulacdo, é apresentar uma variedade de fungdes de calculo, sendo estas
funcdes: GoldScore, ChemScore, ChemPLP, ASP (KORB et al, 2009).

A funcdo GoldScore (equacdo 2) usa um método Unico para colocar o
ligante no sitio de ligacdo baseado em pontos de ajuste; ele adiciona pontos de
ajuste aos grupos de ligacéo de hidrogénio na proteina e no ligante e mapeia os

pontos aceitadores do ligante nos pontos doadores da proteina e vice-versa.

GOLD Fitness = Shb_ext + Svdw_ext + Shb_int + Svdw_int )

Onde:

a) Sno_Ext € a pontuacao de ligacdo de hidrogénio ligante-proteina;

b) Sviw ext € @ pontuacédo de van der Waals do ligante-proteina;

C) Shb_int € @ contribuicdo para o Fitness devido as ligacdes de hidrogénio
intramoleculares no ligante. Este termo esta desligado em todos os
célculos apresentados neste trabalho (este é o padrdo GOLD, e
geralmente da os melhores resultados);

d) Svaw_ int € a contribuicdo devido a tenséo intramolecular no ligante.

Além disso, o GOLD gera pontos de encaixe hidrofébico na cavidade da

proteina nos quais os grupos ligantes CH sdo mapeados (VERDONK, et al.,
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2003). GOLD utiliza um algoritmo genético (GA) no qual os seguintes parametros
sdo modificados/otimizados:

a) diedros de ligacdes rotativas de ligantes;

b) geometrias de anéis de ligantes (invertendo os cantos dos anéis);

c) diedros de grupos OH e grupos NHs*;

d) os mapeamentos dos pontos de encaixe (isto é, a posi¢cédo do ligante no

sitio de ligacéo).

4.4.2.DockThor

O DockThor é uma plataforma nacional, desenvolvida pelo Laboratorio
Nacional de Computacao Cientifica (LNCC), capaz de realizar simula¢cdes de
interacdo de proteinas com diversos tipos de ligantes e calcular, de maneira
eficiente, as rodadas de ancoragem molecular. Assim como o GOLD, esta
plataforma utiliza um algoritmo genético ndo-geracional, denominado “de estado
estacionario”, ou seja, somente as conformagbes com aptiddo irdo sofrer
mutac&o e reproducdo cruzada para gerar a proxima populacdo (MAGALHAES
et al, 2004).

A funcao de pontuacéao utilizada pelo DockThor, DockTscore (equacgéo 3)

esta representada a seguir:

AGbinding = €Co + €1 AGvdaw + C2AGhbond + C3AGentropy ?)

Onde:
a) cisao os coeficientes de ponderagao dos respectivos termos AG;;
b) AGvaw € um potencial de van der Waals;
c) AGnhbond € Um termo especifico que representa ligagdes de hidrogénio;

d) E AGentropy €Sta relacionado a perda entropica do ligante apds a ligagéo.

4.5. Analise dos Resultados

4.5.1.Representacao das interagcdes entre as MTXs e o NP

Para analisar dos resultados foi utilizado o software Discovery Studio

Visualizer, no qual serdo geradas as representacfes graficas em 3D dos
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complexos receptor-ligante das MTXs e do NPA, bem como o diagrama em 2D
das interagfes intermoleculares (VISUALIZER, 2005).

4.5.2. Estudo Estatistico
As simulag@es foram realizadas em triplicata e calculada a Média Aritmética
e Desvio Padrdo das pontuacdes de cada MTXs. As médias das pontuacdes
foram comparadas utilizando-se Teste Tukey e foi realizada Analise de Variancia
(ANOVA), sendo utilizado um p= 0.05, para validacao dos resultados.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados Obtidos Pelo GOLD

5.1.1.Interac&o das MTXs com a Regiao de Constricdo do
NP

Na Figura 7 estdo esquematizados os perfis de interacdo das MTXs
com a regiao de estreitamento da porcao anelar do NP. DON apresentou 2
ligacbes convencionais de hidrogénio, sendo 1 com LYS147 e 1 com
MET113, e 2 interagdes alquila, sendo 1 com LYS 147 e 1 com MET113. FB1
apresentou 1 ligacdo carbono-hidrogénio com LYS147, 3 interacdes alquila,
das quais 2 foram com MET113 e 1 com LYS147, e 5 ligagdes convencionais
de hidrogénio, das quais 4 foram com LYS147 e 1 com GLU11l1l. NIV
apresentou 5 ligacdes de hidrogénio convencionais, sendo 3 com LYS147 e
2 com GLU111, 3 interacdes alquila, sendo 2 com LYS147 e 1 com MET113,
1 ligacdo carbono-hidrogénio com GLU111l e 1 interacdo enxofre-X com
MET113. TON2 apresentou 4 ligacbes de hidrogénio convencionais, das
guais 3 foram com LYS147 e 1 com GLU111, 2 liga¢cGes carbono-hidrogénio
com GLU111, e 6 interacdes alquila, sendo 2 com MET113 e 4 com LYS147.
OTA apresentou 6 interagcdes -alquila, das quais 3 foram com LYS147 e 3
com MET113, 8 interacdes alquila, sendo 5 com MET113 e 3com LYS147, e
4 ligacbes convencionais de hidrogénio, sendo 3 com LYS147 e 1 com
GLU111.

Figura 7. Perfis de interacdo de OTA, FB1, NIV, DON e TON2 com a regido de estreitamento
do NP. Dentro dos circulos, os residuos de amino&cidos com 0s gquais ocorrem as interacdes
também apresentam letras, indicando a qual cadeia do NP pertencem. Cada cor de pontilhado
representa um tipo de interacdo: alquila (em rosa), Tr-alquila (em rosa-claro), ligagéo de
hidrogénio convencional (em verde), ligacdo carbono-hidrogénio (em verde-claro), enxofre-x
(em amarelo). Os nimeros ao lado dos tracejados indicam as distancias das interacdes.
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Elaborada pela autora

Na Tabela 4 constam os valores de média aritmética e desvio padrao
(X = SD) dos Fitness, Shbonda das MTXs com a regido de constricdo do NP.
Novamente, FB1 apresentou maior pontuacdo, seguida de OTA, TON2, NIV
e DON. O aumento do desvio padrao pode indicar sua instabilidade ao
interagir com esta regido. Como se observa na Figura 7, TON2 e NIV
apresentaram mais interacbes envolvendo hidrogénio, o que resultou no

maior de Shpond para ambos.

Tabela 4. Médias Aritméticas e Desvio Padrdo dos valores de Fithess € Shpona de
Fumonisina B1, Ocratoxina A, Desoxinivalenol, Toxina T2 e Nivalenol com a regido de
estreitamentor do NP (ANOVA. p=0.05).

Fitness SHbond
FB1 86.62 + 10.65 14.47 + 9.6
OTA 56.37 + 1.61 11.4+1.12
DON 36.12 +1.14 14.81 + 5.3
TON2 54.57 + 0.20 16.03 + 0.34
NIV 39.37 + 0.6 17.32 +0.13

Na Figura 8 estao representados os resultados do Teste Tukey (p < 0.05),

no qual cada média de Fithess das MTXs foi comparada individualmente. E
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possivel observar que ha uma diferenca estatisticamente significativa entre as
médias, exceto quando se comparou NIV-DON, e OTA-TON2. A diferenca foi
ainda maior quando a comparacéo foi NIV-FB1 e DON-FB1.

Figura 8. Comparagédo entre as médias de fitness de cada MTXs na Porcdo Anelar. Teste
Tukey (p < 0.05)

NIV DON A —
NIV OTA H e
NIV TON2 —a—
NIV FB1 —a—
DON OTA A —a—
DON TON2 + .
DON FB14 +—a——
OTA TON2 ~ —
OTA FB1 —a—
TON2 FB1 + ]
T T T T T T T T
-60 -40 -20 0 20

m  Diferenca Média (significativa)
m  Diferenca Média (ndo significativa)

Imagem elaborada pela autora.

Uma anélise ANOVA foi realizada, com o objetivo de comparar as médias
de Fitness das MTXs. Os resultados estédo dispostos no gréafico da Figura 9, no
gual as médias diferem significativamente entre si. Embora observe-se que as
médias de TON2 e OTA, e DON e NIV sejam respectivamente proximas, ao
compara-las entre si e com FB1, elas diferem estatisticamente em grau

significativo.

Figura 9. Médias dos Fitness de Fumonisina B1 (FB1), Ocratoxina A (OTA), Nivalenol (NIV),
Desoxinivalenol (DON) e Toxina T-2 (TON2) na constricdo do NP. As médias séo
estatisticamente diferentes. (ANOVA, p= 0.05).
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Elaborada pela autora.

5.1.2.Interac&o das Micotoxinas com a Poc¢ao Troncular

Na Figura 10 estdo apresentados os perfis de interacdo de cada MTX com
a porcao troncular do NP. OTA apresentou 4 ligacdes carbono-hidrogénio, sendo
1 com GLY119, 1 com GLY137, 1 ALA138 e 1 com PHE120, 1 ligacdo de
hidrogénio convencional com ASN123, e 1 interacdo alquila com LEU135. TON2
apresentou 5 ligagbes convencionais de hidrogénio, das quais 2 foram com
ASN123, 2 com ASN121 e 1 com ASN139, e 1 interacdo alquila com LEU135.
FB1 apresentou 2 ligacdes convencionais de hidrogénio, sendo 1 com ASN123
e 1 com THR125, além de 1 interacdo alquil com LEU135. NIV apresentou 1
ligacdo carbono-hidrogénio com GLY137, e 3 ligacbes convencionais de
hidrogénio, sendo 2 com ASN121 e 1 com ASN123. DON apresentou apenas 3
ligacOes de hidrogénio convencionais, das quais 2 sdo com ASN121 e 1 com
ASN123.

Figura 10. Perfis de interacéo de OTA, FB1, NIV, DON e TON2 com a porcéo troncular do NP.
Dentro dos circulos, os residuos de aminoécidos com os quais ocorrem as interagées também
apresentam letras, indicando a qual cadeia do NP pertencem. Cada cor de pontilhado
representa um tipo de interagdo: ligagdo de hidrogénio convencional (em verde), ligacdo
carbono-hidrogénio (em verde-claro), alquila (em rosa). Os numeros ao lado dos tracejados
indicam as distancias das interacdes.
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Elaborada pela autora.

Na Tabela 5 constam os valores de média aritmética e desvio padrdo (X
+ SD) dos Fitness, SHbond das conformacdes em primeira colocacéo no ranking
gerado pelo proprio software. Para gerar o ranking, o GOLD considera a
conformacdo com maior Fitness. Como é possivel observar, FB1 apresentou
maior pontuacao, seguida de OTA, TON2, NIV e DON.
Tabela 5. Médias Aritméticas e Desvio Padrdo (X + SD) dos valores de Fitness e Shbona de

Fumonisina B1, Ocratoxina A, Desoxinivalenol, Toxina T2 e Nivalenol com a Por¢éo
Troncular do NP (ANOVA. p=0.05).

Fitness SHbond
FB1 61.69 + 2.46 1.54 +1.26
OTA 40.63 + 0.51 1.12 + 0.25
DON 29.44 +0.21 1.63+0.2
TON2 36.03 + 1.28 0.96 +1.13
NIV 29.76 £ 0.2 1.59+0.1

Na Figura 11 estdo representadas as médias, comparadas por Teste
Tukey (p < 0.05). Novamente observa-se uma diferenca estatisticamente

significativa, exceto para NIV-DON.

Figura 11. Comparacgéo entre as médias de fitness de cada MTXs na Porcao Troncular. Teste

Tukey (p < 0.05).
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Elaborada pela autora.

No grafico da Figura 12 pode-se observar que as médias foram
significativamente diferentes quando se comparou DON, TON2, NIV e OTA com

FB1, que continua apresentando maior Fitness.

Figura 12. Médias dos Fitness de Fumonisina B1 (FB1), Ocratoxina A (OTA), Nivalenol (NIV),
Desoxinivalenol (DON) e Toxina T-2 (TON2) na regido troncular. As médias séo
estatisticamente diferentes. (ANOVA, p= 0.05).
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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5.2. Resultados Obtidos pelo DockThor

5.2.1.Interac&o das MTXs com a Por¢ao Troncular do NP
Na Tabela 6 constam os valores de Afinidade e Energia Total das MTXs

com a porgao troncular do NP. OTA manteve-se com 0 maior valor de Energia
Total, seguida por NIV, FB1, DON e TON2, a qual apresentou menor valor de
Afinidade, seguida por FB1, NIV, OTA e DON. N&o foi possivel realizar teste

estatistico, pois os valores ndo apresentaram variacao de desvio padréo.

Tabela 6. Valores de Energias para a regido troncular.

Afinidade Energia Total
FB1 -7.434 31.961
OTA -7.129 51.634
DON -7.005 31.910
TON2 -7.651 26.245
NIV -7.266 35.988

Na Figura 13 estdo apresentadas as interacfes entre cada MTXs e a
porcdo troncular do NP. OTA apresentou apenas 3 ligacdes de hidrogénio
convencionais com ASN121. TON2 apresentou 4 ligacdes convencionais de
hidrogénio, sendo 3 com ASN139 e 1 com VAL140, além de uma ligacao
carbono-hidrogénio com SER141. FB1 apresentou 3 ligacdes convencionais de
hidrogénio, sendol com ASN121, 1 com ASN123 e 1 com ASN139, além de 1
interacdo T-alquila com LEU135. NIV, que obteve maior nimero de interacoes,
apresentou 4 ligacdes de hidrogénio, sendo 2 com ASN139, 1 com VAL140 e 1
PHE120, e 4 ligacdes carbono-hidrogénio, sendo 2 com ASN139, 1 com SER141
e 1 com VAL140. DON apresentou 3 ligacdes carbono-hidrogénio, sendo 2 com
ASN139 e 1 com SER141, além de 1 ligacdo de hidrogénio com ASN139.

Figura 13. Perfis de interacéo de OTA, FB1, NIV, DON e TON2 com a porcéo troncular do NP.
Dentro dos circulos, os residuos de aminoécidos com os quais ocorrem as interagées também
apresentam letras, indicando a qual cadeia do NP pertencem. Cada cor de pontilhado
representa um tipo de interacdo: alquila (em rosa), ligacdo de hidrogénio convencional (em
verde), ligagdo carbono-hidrogénio (em verde-claro). Os niumeros ao lado dos tracejados
indicam as distancias das interacdes.
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5.2.2. Interacdo das MTXs com a Regido de Constricao

do NP

Na Tabela 7 constam os valores de média aritmética e desvio padrdo (X

+ SD) dos Afinidade e Energia Total das MTXs com a regido de constricdo do

NP. No DockThor, as conformacgdes sdo ranqueadas de acordo com a Afinidade

mais negativa, ou seja, quanto mais negativo, maior a Afinidade. FB1 apresentou

maior valor de Afinidade e menor Energia Total, seguida de OTA, TON2, NIV e

DON. Como pode-se observar, OTA tem maior valor de Energia Total.

Tabela 7. Valores de Energias para a regido anelar.

Afinidade Energia Total

FB1 -6.75 £ 0.47 14.51 + 2.75

OTA -6.54 £ 0.49 42.74 +1.09
DON -6.36 £ 0.01 24.12 £ 0.18
TON2 -6.51 £ 0.11 20.81 + 0.27
NIV -6.37 £ 0.01 28.80 £ 0.42

Na Figura 14 estdo esquematizados os perfis de interagéo de cada MTX

com a regido de constricdo, na por¢cao anelar do NP. DON apresentou 4 ligagdes
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convencionais de hidrogénio, sendo 2 com GLU11ll e 2 com LYS147, e 1
interacdo alquila com MET113. OTA apresentou 3 ligacdes convencionais de
hidrogénio, sendo 2 com LYS147 e 1 com MET113, 1 interagao tr-alquila com
MET113, e 1 interacdo m-enxofre com MET113. FB1 apresentou 5 ligacbes
convencionais de hidrogénio, das quais 4 foram com LYS147 e 1 com GLU111,
além de 1 interacdo m-alquila com MET113. NIV também apresentou 5 ligacbes
de hidrogénio convencionais, sendo 3 com LYS 147 e 2 com GLU111, além de
1 interacdo t-alquila com MET113. TON2 apresentou também 5 ligacdes de
hidrogénio convencionais, das quais 4 ocorreram com LYS147 e 1 com GLU111,
além de 1 ligacdo carbono-hidrogénio com LYS147, e 3 interacBes t-alquila,
sendo 2 com LYS147 e 1 com MET113

Figura 14. Perfis de interacdo de OTA, FB1, NIV, DON e TON2 com a regido de estreitamento
do NP. Dentro dos circulos, os residuos de aminoacidos com os quais ocorrem as interacdes
também apresentam letras, indicando a qual cadeia do NP pertencem. Cada cor de pontilhado
representa um tipo de interacdo: alquila (em rosa), Tr-alquila (em rosa-claro), ligacdo de
hidrogénio convencional (em verde), ligagdo carbono-hidrogénio (em verde-claro), TT-enxofre
(em amarelo). Os numeros ao lado dos tracejados indicam as distancias das interacdes.
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A Figura 15 apresenta um grafico, onde pode-se observar a comparagao
entre as médias de Energia Total das MTXs, por meio de ANOVA. Aqui fica clara
a diferenca entre as médias de OTA, FB1 e as demais MTXs. As médias foram
significativamente diferentes, em relagédo a OTA.

Figura 15. Médias das Energias Totais de Fumonisina B1 (FB1), Ocratoxina A (OTA), Nivalenol
(NIV), Desoxinivalenol (DON) e Toxina T-2 (TON2) na regido troncular. As médias sao
estatisticamente diferentes. (ANOVA, p= 0.05).

46
44
42 ==
40
38
36 4
34 4
32
30 4
28
26
22
18
16
14 ]
12 ]
10 -

Energia Total

T T T T T
FB1 OTA TON2 DON NIV
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Na Figura 16 esta disposta a comparacdo entre as médias de Energia

Total de cada MTXs. Com excecdo de DON-TONZ2, as médias diferem a um nivel

significativo estatisticamente.

Figura 16. Comparacao entre as médias de Energia Total de cada MTXs na Porcéo Troncular.
Teste Tukey (p < 0.05).
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6. DISCUSSAO

Os residuos de aminoécidos especificos das por¢des troncular e anelar ja
foram bem descritos na literatura. SONG et al (1996) explicou que os residuos
gue compdem a constricdo do NP de a-hemolisina sdo GLU111, MET113 e
LYS147, os quais foram observados nas interagbes de todas as MTXs
trabalhadas aqui. Ele ainda acrescenta que o dominio troncular € formado por
residuos que vao desde LYS110 até TYR148 e que as B-fitas que dao forma a
regido B-barril comecam com LYS110 e vao até TYR118. Aqui observaram-se
ASN121, ASN123, ASN139, SER141, PHE120 e VAL140, além de LEU135,
entre os residuos que aparecem interagindo com as MTXs na por¢ao troncular.

Os resultados encontrados para a regido de constricdo corroboram com o
gue foi relatado por TEIXEIRA et al (2021), que avaliou a inibicdo da atividade
da a-hemolisina com uso de Tamoxifen, e MELO et al (2016), que estudou
complexos isatina-Schiff cobre (II) com o objetivo de inibicdo da atividade da a-
hemolisina. Em ambos os trabalhos foram relatadas interacdes com LYS147,
GLU111 e MET113, por meio de ancoragem molecular.

O trabalho de SILVA JUNIOR (2019) calculou o mapa de potencial
eletrostatico das porc¢des do NP. A avaliagdo computacional das interacdes, em
conjunto com os dados das forc¢as eletrostaticas, pode auxiliar na elucidacéo dos
processos de interacdo analito-NP. SILVA et al (2023) discute melhor o padrao
de bloqueios de OTA e FB1, na plataforma experimental com o NP e, de acordo
com os resultados obtidos aqui, por meio da ancoragem, as provaveis regioes
de interacdo sao as que foram descritas neste trabalho, tendo em vista que as
moléculas-analito sdo adicionadas ao lado TRANS da camara experimental,
onde fica posicionada a por¢ao troncular do NP.

A despeito do que se observou nos resultados de FB1 com o NP e seu alto
valor de desvio padrdo, DELLAFIORA et al (2018) destacou que a presenca dos
TCAs na estrutura de FB1 podem causar interferéncias estéricas, como foi
observado em seu trabalho, que tinha como objetivo avaliar a interacdo desta
micotoxina com proteinas de sintese lipidica, como o transportador de ceramida
(CERT). Neste trabalho, o grupo explicou que os TCAs podem causar

interferéncias hidrofobicas, resultando em perturbac6es no bolséo proteico.
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Estas afirmacdes podem justificar a instabilidade na interacdo da FB1 frente ao
NP.

Como se observa nas Figuras 17 e 18, todas as poses das MTXs ficaram
localizadas exatamente nas regides de estreitamento e porgédo troncular,
respectivamente. A FB1 ocupou o centro do NP, enquanto as demais ficaram
posicionadas mais a margem do limen. O mesmo se observa nas Figuras 19 e

20, geradas a partir dos resultados do DockThor.

Figura 17. Representacdo Grafica em 3D dos complexos MTXs-NP, na regido de

estreitamento, geradas a partir dos resultados do GOLD.
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Fonte: elaborada pela autora.



Figura 18. Representacdo Gréfica em 3D dos complexos MTXs-NP, na regido troncular,
geradas a partir dos resultados do GOLD.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 19. Representagdo Gréafica em 3D dos complexos MTXs-NP, na regido de

estreitamento, geradas pelo DockThor.

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 20. Representacdo Gréfica em 3D dos complexos MTXs-NP, na regido troncular,
geradas pelo DockThor.
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7. CONCLUSAO

Como discutido anteriormente, FB1, OTA, NIV, DON e TON2 interagem
com residuos de aminoécidos especificos da regido de constricdo, bem como
os residuos da regido troncular, que sdo regides do NP sensiveis a ligantes. Os
perfis de interacdo de cada MTX, bem como as diferencas entre as médias de
Afinidade ou Fitness, podem servir para elucidar como o NP é capaz de
diferenciar cada molécula-analito. Estudos experimentais com os TCTs sdo
necessarios para complementar a discussao sobre seus perfis interacdo e
padrdes de bloqueio do NP.
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