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Resumo

A molécula etilenotiouréia (ETU) € um subproduto gerado em condi¢des favoraveis pelo agrotoxico
mancozebe, amplamente utilizado em plantacdes de café. Neste estudo, realizou-se andlise do seu
potencial téxico frente as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e o complexo enzimatico, nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase). Foram realizados célculos de carga da
molécula ETU pelo método Density Functional Theory (DFT) e, a partir desses dados, efetuou-se
simulagBes de docking molecular. As andlises permitiram identificar as interacdes da molécula no sitio
ativo das enzimas, bem como a disténcia e o tipo de liga¢des, indicando seu efeito inibitério.
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Introducéo

O Brasil € um pais em constante desenvolvimento, especialmente no setor agricola. A modernizagéo
da agricultura trouxe consigo a utilizagao de insumos, fertilizantes, defensivos agricolas e mecanizacéo
(Silva; Santos, 2023). Entretanto, o uso intensivo de agrotoxicos tem impactos diretos na satude humana
e no meio ambiente. O mancozebe, por exemplo, € um fungicida da classe dos
etilenobisditiocarbamatos (EBDCSs), classificado como extremamente téxico (Gris; Janior; Junior, 2014;
Hadad; Santos, 2021). Esse composto apresenta instabilidade em determinadas condi¢cdes ambientais,
podendo originar subprodutos como a etilenotiouréia (ETU), associada a efeitos mutagénicos e
carcinogénicos em estudos com animais de laboratorio (Musumeci; Riegg; Campacci, 1987).

A ETU pode ser detectada em solos, plantas, animais e seres humanos, resultante da oxidacdo dos
EBDCs (Fukuto, 1990). Dados da literatura apontam que a ETU apresenta potencial toxico relevante,
incluindo a inibicdo da enzima tireoide peroxidase, essencial para a sintese de horménios tireoidianos.
Ha ainda evidéncias de que sua exposi¢do pode estar associada a mas formag¢des em camundongos
(Pezzini, 2022). Apesar disso, os mecanismos moleculares envolvidos ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos, o0 que evidencia a auséncia de dados da literatura sobre como essa molécula interage
com as enzimas-chave do ser humano representa uma brecha para a pesquisa cientifica, dificultando
a avaliagao precisa dos riscos associados a exposi¢cdo ao mancozebe e seus derivados.

Nesse contexto, se faz necessario uma investigacdo do efeito da ETU sobre as enzimas
acetilcolinesterase (AChE) e o complexo enzimético nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPH oxidase). A AChE é responsével por finalizar impulsos nervosos pela hidrélise da acetilcolina,
e sua inibicdo pode gerar a uma série de efeitos adversos no organismo, como colapsos no sistema
nervoso central, paradas cardiorrespiratérias, convulsdes e, em casos extremos, até 6bito (Nunes;
Ciarapica, Silva, 2024, Vieira et al., 2023). Por sua vez, a NADPH oxidase atua na defesa imunoldgica,
catalisando a producéo de anion superéxido (O,7), mas sua inibicdo pode provocar a um desequilibrio
redox, aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) para além dos niveis
fisiologicos. Esse excesso pode desencadear um quadro de estresse oxidativo, caracterizado por
danos a componentes celulares como lipidios, proteinas e DNA (Alcantara et al., 2023; Cavalcante et
al.,, 2023). A quimica computacional surge como uma ferramenta para investigar essas interacdes
inibitdrias, permitindo uma anélise detalhada do potencial de toxicidade da ETU em nivel molecular.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo principal avaliar o potencial de inibicao da ETU sobre
a enzima AChE e o complexo enzimatico NADPH oxidase, investigando a ocorréncia de interacdes
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inibitérias por meio de simulacdes computacionais. Ao investigar a ocorréncia de interacdes
moleculares, essa pesquisa buscar contribuir com dados relevantes para futuros estudos na area de
quimica computacional aplicada a toxicologia molecular e para a compreensao dos riscos associados
a exposicao a esses compostos.

Metodologia

Para a estruturacéo da molécula de etilenotiouréia (ETU), foi utilizado o editor molecular Avogadro
1.9 (Hanwell et al., 2012) para preparar o input e o Chemcraft 1.8 (Andrienko, 2010) para analise dos
resultados.

Os calculos de otimizacdo geométrica e espectro de infravermelho foram realizados com o pacote
ORCA 5.0.3 (Franz, 2022), utilizando o funcional PBE (Perdew; Ernzerhof; Burke, 1998) e os conjuntos
de base ZORA-def2-tzvp(-f)/def2-tzvp/c (Hellweg et al., 2007; Weigend, 2006; Weigend; Ahlrichs,
2005), em ambiente de vacuo; a andlise de infravermelho verificou que a molécula estava em seu
minimo global de energia.

O estudo de docking molecular foi conduzido com o software GOLD 2021.2.0, tendo como alvo
biolégico a enzima acetilcolinesterase, cuja estrutura foi obtida do Protein Data Bank (www.rcsb.org/),
(PDB ID: 5HFA, resolucéo = 2.20A). As cargas parciais atbmicas da proteina foram calculadas pelo
método de Gasteiger-Huckel, via SYBYL-X 2.1.1 (Certara Inc).

As configuracdes ideais foram determinadas a partir de testes de redocking, com variagbes nas
fungbes de score, tamanho da cavidade e flexibilizag&o de residuos do sitio ativo. As moléculas de
agua foram removidas para evitar interferéncias nas intera¢des de hidrogénio.

As melhores poses foram selecionadas com base no menor valor de RMSD (Root-Mean-Square
Deviation), maior Fitness Score e o valor da energia de Gibbs para funcdo ChemScore. As interacdes
mais relevantes entre ligante e proteina foram visualizadas e destacadas com o auxilio do software
PyMOL v2.4.1.

Resultados

A enzima AChE humana possui um sitio ativo composto principalmente pelos seguintes residuos de
aminoacidos: Trp286 (triptofano 286), Tyr72 (tirosina 72), Asp74 (aspartato 74), Tyr124 (tirosina 124),
Tyr341 (tirosina 341), Phe297 (fenilalanina 297), Phe295 (fenilalanina 295), Tyr337 (tirosina 337),
Gly122 (glicina 122), Gly121 (glicina 121), Ala204 (alanina 204), Trp86 (triptofano 86), His447 (histidina
447), Ser203 (serina 203), Glu334 (glutamato 334) e Trp236 (triptofano 236) (Goulart et al., 2021). Para
a NADPH oxidase, buscou-se inibir apenas uma subunidade enzimatica, conhecida como p47rhox, pois
essa subunidade transporta as outras proteinas citosolicas para a ativagao do complexo (Gitti, 2023).
Seu sitio ativo é constituido por diferentes serinas como a Ser303, S304, S315, S320, S328, S345,
S348, S359, S370A, S379 (Liu, 2024).

Com isso, a andlise dos dados pode ser observada nas Tabelas 1, 2, 3 e 4. A Figura 1 representa
as poses com melhores resultados avaliados, com menor valor de RMSD e maiores valores de Fitness
no sitio da AChE e NADPH oxidase.

Tabela 1 — Menores valores de RMSD para AChE.
Funcéo 5A 7A 10A OBS
CHEMPLP 0,3532 0,4724 0,4656
CHEMSCORE 0,4103 0,3770 0,6519

CHEMPLP 0,7723 - - *FLEX
GOLDSCORE 0,6199 0,7126 0,4943
ASP 0,3943 0,4762 0,6997

FLEX: Flexibilizacdo de aminoéacidos (Trp86 e His447)
Fonte: elaborado pela propria autora.
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Tabela 2 — Maiores valores de Fitness e seus respectivos valores de RMSD para AChE.

RMSD FITNESS
Funcéo 5A 7A 10A 5A 7A 10A
CHEMPLP 3,9013 12,5577 11,7132 52,9760 57,7719 63,5489
CHEMSCORE 4,0813  8,5463 8,7786 23,6462 23,9022 25,0120
CHEMPLP-FLEX 4,3707 - - 58,3564 - -
GOLDSCORE 3,7437 12,6776 11,7907 41,0230 42,2045 44,2835
ASP 3,7049 10,0814 10,9624 27,8711 30,7363 33,2111

Fonte: elaborado pela prépria autora.
Tabela 3 — Menores valores de RMSD para NAPH oxidase.
Funcéo 5A 7A 10A OBS

CHEMPLP 0,5880 0,6906 0,4656
CHEMSCORE 0,9755 1,2470 0,6337

CHEMPLP 0,9044 - - *FLEX
GOLDSCORE  1,1818 0,6718 0,6587
ASP 0,8884  0,9638 1,0512

Fonte: elaborado pela prépria autora.

Tabela 4 — Maiores valores de Fitness e seus respectivos valores de RMSD para NADPH oxidase.

RMSD FITNESS
Funcao 5A 7A 10A 5A 7A 10A
CHEMPLP 0,5880 0,6906  0,6349 53,8993 55,5518 54,8650

CHEMSCORE 56391 6,1914 7,6514 24,6771 24,5167 25,4066

GOLDSCORE 3,0570 0,6718 0,6587 49,4397 52,0306 52,5914

ASP 3,0744 77,4192 2,9482 36,9566 38,0493 37,3805
Fonte: elaborado pela prépria autora.

Figura 1 — Posicdo da ETU em relacéo aos sitios ativos: ETU interagindo com a AChE nos residuos Ser203 e
His447; B) ETU interagindo com a NADPH oxidase no residuo Ser208.

A B

Fonte: elaborado pela prépria autora.

Para cada enzima, foram analisadas 100 poses diferentes. A pose selecionada em ambas as
enzimas apresentou o menor valor de RMSD, e foi observado o valor médio de Fitness Score dos
resultados obtidos. Para a AChE, utilizou-se a fungdo ChemPLP com diametro de 5 A, sendo escolhida
a pose da solugdo 20, que apresentou interagdo com os residuos de aminoacidos His447 e Ser203.
Quanto & NADPH oxidase, também foi utilizada a funcdo ChemPLP com diametro de 5 A, sendo
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selecionada a pose da solucdo 9, que interagiu com o residuo de aminoacido Ser208, indicando um
possivel efeito inibitério.

Discusséao

A Figura 1 ilustra a interacdo da molécula de ETU com os residuos de aminoacidos presentes no
sitio ativo das enzimas, evidenciando o potencial de inibicdo. Essa interagéo é corroborada pelos dados
da Tabela 1, que indicaram valores de RMSD consideravelmente baixos, demonstrando que as poses
encontradas estdo bem ajustadas ao sitio ativo da enzima AChE. Entre as fun¢des analisadas, a que
apresentou melhor desempenho foi a ChemPLP com diametro de 5 A, especificamente a solugéo 20,
que evidenciou interacdes com os residuos His447 e Ser203, sugerindo um encaixe estavel e relevante
no sitio ativo.

Na Tabela 2, os valores de Fitness Score foram elevados, indicando interagdes mais fortes e maior
afinidade do ligante ETU com o alvo. No entanto, a selecao final da pose também considerou o valor
de RMSD, reforcando a confiabilidade da analise. Assim, a fungdo ChemPLP 5 A destacou-se
novamente, apresentando um Fitness Score de aproximadamente 57,77 e um RMSD de 3,90 A, o que
refor¢a a qualidade do encaixe obtido. Os dados da Tabela 3 e 4 também apresentaram baixos valores
de RMSD e elevados valores de Fitness Score, com destague, mais uma vez, para a fungdo ChemPLP
5 A. Nesse caso, observou-se uma interacdo de ligacdo de hidrogénio entre o residuo Ser208 e o
ligante cristalografico do PDB selecionado. Além disso, a molécula de ETU, contendo enxofre com
ligagcdo dupla ao carbono e um orbital p disponivel, favoreceu interagdes adicionais que contribuiram
para a estabilizacdo do sitio ativo do alvo biolégico, sugerindo um potencial efeito inibitério.

Entre as 100 poses analisadas, apenas 9 apresentaram ligacdo de hidrogénio com o residuo S208
e, dessas, apenas 3 exibiram interagdes -1 com o residuo W263, ambas consideradas interacdes
importantes para a inibicdo da enzima. Por fim, para a padronizacdo do software, a pose com menor
energia de ligagao foi escolhida como referéncia. A pose selecionada foi a pose 12, com energia de -
5,15 kcal-mol™, indicando maior estabilidade no complexo ligante-enzima.

Conclusao

Os resultados obtidos nas simulac¢des reforcam que a ETU apresenta potencial inibitério frente as
enzimas AChE e NADPH oxidase. Dessa forma, destaca-se a importancia da realizacdo de estudos
complementares experimentais, uma vez que a AChE estd diretamente relacionada ao
desenvolvimento da doenca de Alzheimer quando inibida, enquanto a NADPH oxidase desempenha
papel fundamental na defesa imunolégica do organismo. Assim, os dados sugerem que a ETU, mesmo
em uma andlise computacional, pode representar risco significativo a satde humana.
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