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Este estudo avaliou in silico a producdo e purificagdo da enzima recombinante SOD3. O
objetivo foi simular o ambiente mainstream (meio contendo melago a 18 °C) e otimizar a
etapa downstream via cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados. Utilizou-
se a dindmica molecular para estudar a estabilidade estrutural da enzima no biorreator. O
acoplamento molecular demonstrou uma interagéo favoravel da cauda His-tag com a resina
Ni-NTA (-4,2 kcal/mol), fundamentando o bioprocesso preditivo.

Palavras-chave:
Proteina; Bioprocesso.

INTRODUCAO

A Superéxido Dismutase 3 (SOD3), também
denominada ECSOD (do inglés, Superdxido
Dismutase Extracelular) (Figura 1), ¢é uma
metaloenzima glicoproteica homotetramérica que
desempenha um papel fisioldgico crucial na
eliminagdo de radicais livres de superdxido (O2™") no
espago extracelular e nos fluidos bioldgicos.
Diferenciando-se  das isoformas homologas
intracelular SOD1 (citoplasmatica) ¢ SOD2 (matriz
mitocondrial), a SOD3 requer ions de Cobre (Cu?")
e Zinco (Zn*") como cofatores cataliticos e
estruturais essenciais (ANTONYUK et al., 2009).

Figura 1. Modelo cristalografico da SOD3 apo6s
remogao de solventes. Fonte: Autoria propria.

Dindmica  molecular;

Docking  molecular; GROMACS;

Devido a sua capacidade unica de mitigar o estresse
oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio
(do inglés, ROS) em tecidos periféricos, a SOD3

possui um alto valor agregado com aplicagdes
estratégicas na industria cosmecéutica, em
formulagoes anti-aging, e no setor
biomédico/farmacéutico (LEE et al., 2021; NIOD,
2022).

Transpor o potencial terapéutico da SOD3 para a
escala industrial impde significativos desafios de
engenharia. A obtengdo de proteinas complexas com
alto grau de pureza possui frequentemente gargalos
de processo nas operagdes unitarias de recuperacio
e purificagdo (etapa downstream), que podem
representar mais de 50% dos custos totais de
producdo de um bioproduto (RAMAKRISHNAN;
SADANA, 2000).

Na pratica industrial, a otimizacdo da etapa
downstream ¢ a formulagdo de condi¢des ideais de
cultivo dependem majoritariamente de abordagens
empiricas. Esse modelo tradicional demanda longos
ciclos de desenvolvimento, elevada quantidade de
reagentes e resinas cromatograficas de alto custo,
limitando a viabilidade econdémica do processo
comercial (RAMAKRISHNAN; SADANA, 2000).

Nesse cenario, a modelagem molecular surge como
uma ferramenta de engenharia  preditiva
indispensavel para o design racional de
bioprocessos. Ao invés de realizar diversos testes na
escala laboratorial, a simulacdo computacional
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permite mapear, em nivel atdmico, os fendmenos
termodinamicos e fisico-quimicos que governam a
estabilidade da macromolécula. Ao avaliar in silico
a integridade estrutural da proteina frente a variaveis
operacionais, como a composi¢do do meio reacional,
temperatura e afinidade por ligantes, a engenharia
molecular fornece dados fundamentais para prever o
rendimento de separagdo e mitigar falhas antes do
escalonamento (scale-up), garantindo uma transigao
custo-efetiva para a planta piloto (ROUHANI et al.,
2018).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
estabilidade conformacional da enzima
recombinante SOD3-HisTag em ambiente reacional
de indugdo a 18 °C e simular preditivamente sua
interacdo fisico-quimica com o complexo Ni-NTA
(do inglés, acido nitrilotriacético de niquel),
utilizando as ferramentas de Dindmica Molecular
(DM) e Docking Molecular, de modo a validar a
viabilidade técnica e otimizar as etapas mainstream
e downstream do bioprocesso.

O cenario de referéncia usado neste estudo foi a
expressao heter6loga da enzima na cepa hospedeira
recombinante Escherichia coli BL21(DE3). O
modelo molecular do construto baseou-se na
inclusdo de uma cauda de poli-histidina (His-tag) na
regido terminal da proteina, com o intuito de
viabilizar de forma preditiva as etapas subsequentes
de purificagdo por cromatografia de afinidade por
ions metalicos imobilizados (do inglés, IMAC).

Como diferencial de sustentabilidade econdmica e
inser¢do nos conceitos de economia circular, o
ambiente reacional mimetizado
computacionalmente baseou-se em uma formulagio
de meio de cultura que substitui fontes de carbono
puras por melaco de cana-de-agticar, um subproduto
agroindustrial abundante no Brasil (FILOSO et al.,
2015). Essa composi¢do complexa, contendo
acUcares e sais minerais essenciais, foi transposta
para os parametros de solvatacdo da simulagdo,
permitindo avaliar a estabilidade da proteina frente
as condigdes operacionais de um biorreator.

MATERIAL E METODOS

Obtenciio da estrutura, inser¢io da His-tag e
investigacio estrutural

As coordenadas atomicas tridimensionais da enzima
Superoxido Dismutase Extracelular humana (SOD3)
foram inicialmente obtidas a partir do repositorio
Protein Data Bank (RCSB PDB), sob o cédigo de
identificagdo 2JLP (ANTONYUK et al., 2009).

A modelagem estrutural preparatoria subsequente,
que compreendeu a inser¢do in silico da cauda de
poli-histidina (His-tag) na extremidade N-terminal

da enzima recombinante, foi executada no software
PyMOL Molecular Graphics System (Schrédinger,
LLC, 2026).

Para a ectapa de avaliagdo pds-simulacdo, a
investigagdo das trajetorias de Dinamica Molecular
¢ a analise tridimensional foram conduzidas de
forma complementar utilizando o programa Visual
Molecular  Dynamics (VMD) (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996) em conjunto com o
PyMOL.

As ferramentas computacionais foram empregadas
para o alinhamento das conformagdes extraidas ao
longo do tempo, permitindo a verificagdo qualitativa
das flutuagdes estruturais do cerne proteico e de sua
cauda flexivel. A inspe¢do visual baseou-se na
sobreposicdo  espacial dos modelos e na
representacdo grafica das superficies moleculares.
Além de possibilitarem o mapeamento detalhado das
redes de interagdes ndo covalentes no complexo de
ancoragem, o PyMOL foi adotado como a
ferramenta principal para a renderizagdo em alta
resolucdo das imagens que ilustram os resultados
espaciais deste estudo.

Dindmica molecular e mimetizacdo do ambiente
reacional

A validagdo computacional e a analise da
estabilidade conformacional da enzima
recombinante SOD3 no ambiente reacional
mimetizado (etapa mainstream) foram conduzidas
no software GROMACS 2026, utilizando o campo
de for¢a atomistico CHARMM36 (BROOKS et al.,
2009). A Dinamica Molecular (DM) classica baseia-
se na integragdo numérica das Equagdes de
Movimento de Newton. O potencial termodindmico
do sistema ¢ governado pelo campo de forga, cuja
energia potencial total, V(r), ¢é descrita
matematicamente pelo somatorio da Equagao 1.

A funcgio de energia ¢ dividida em interacdes ligadas
e ndo-ligadas. O primeiro termo da equacdo
contabiliza os estiramentos de ligagdo, em que ky, € a
constante de for¢a da ligagdo, e (b - bg) ¢ a distancia
de deslocamento em relagdo ao comprimento de
equilibrio. O segundo termo refere-se aos angulos de
ligagdo entre trés atomos, sendo ke a constante de
for¢a angular, e (0-6¢) o desvio em relagao ao angulo
de equilibrio. O terceiro termo descreve os angulos
diedros (ou angulos de torg¢do), em que ky ¢ a
constante de forga do diedro, n é a multiplicidade da
fun¢do, ¢ ¢ o angulo diedro em si, ¢ § representa o
deslocamento de fase.

Para garantir a planaridade de certos grupos, o quarto
termo  contabiliza os  diedros  improprios
(dobramento fora do plano), com k, como a
constante de forga, e (o - o) representando o angulo
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fora do plano. O quinto termo incorpora o
componente de Urey-Bradley, que consiste em um
termo cruzado para o dobramento de angulo
utilizando interacdes ndo-ligadas do tipo 1,3, sendo
k. a respectiva constante de forca, e u a distancia
entre os atomos em um potencial harmodnico.

Por fim, as interagdes ndo-ligadas entre pares de
atomos (i,j) sdo representadas pelos dois ultimos
termos e aplicadas exclusivamente a pares de atomos
separados por pelo menos trés ligagdes. A energia de
Van der Waals ¢é calculada por um potencial classico
de Lennard-Jones 12-6, em que Ruinir € 0 ponto onde
o potencial cruza o eixo das abscissas (e ndo o
minimo do potencial). A energia eletrostatica de
longo alcance ¢ modelada por meio de um potencial
Coulombiano, dependente das cargas parciais g; e qj,
e da distancia interatdmica rj;.

V= Z ky (b — bo)* + Z ko (6 — 6,)*

ligadas angulos
+ Z kg [1 + cos(ng — 8)]
diedros
+ Z k, (0 — wg)?
imprdprios
Y k@-u)? M)
Urey-Bradley

+

12
Rmin,ij
E —
5 L rij
ndo ligadas

B (Rmin,ij)Gl + q:q;
Para propagar o sistema no tempo com um passo de
integragdo de At=2 fs, as vibragdes rapidas
envolvendo atomos de hidrogénio foram congeladas
utilizando o algoritmo de restri¢des lineares LINCS.
As interagdes eletrostaticas de longo alcance foram
tratadas pelo método PME (Particle Mesh Ewald),

cuja formulagdo divide o calculo de Coulomb em
suas fragdes real e reciproca.

A trajetoria de simulagdo foi precedida por um
rigoroso protocolo de relaxamento estrutural e
equilibracdo  termodinamica,  garantindo a
mimetizacdo das condigdes operacionais do
biorreator. A partir do arquivo .pdb da proteina
(2JLP) foram retirados os solventes residuais da
cristalizagdo e criado uma caixa ctibica com volume
de 1203,45 nm?, contendo 50 moléculas de sacarose,
50 moléculas de glicose e 50 ions de amonio, além
da SOD3. Por fim, o sistema foi integralmente
solvatado com 37.327 moléculas de 4gua, garantindo
a representacdo explicita e termodinamicamente
realista do meio reacional aquoso.

O primeiro passo para a realizacdo da DM foi a
minimizagdo de energia por meio do algoritmo de
Steepest Descent. ApOs essa etapa, realizou-se a
equilibracdo a volume constante (NVT), que foi
conduzida por 100 ps (0,1 ns), totalizando 50.000
passos de integracdo. Nessa etapa, empregou-se o
integrador de dindmica estocastica, assegurando o
acoplamento térmico preciso do sistema a 291,15 K
(18 °C). Posteriormente, a equilibragdo a pressdo
constante (NPT) foi realizada introduzindo o
barostato isotropico C-rescale.

Apds as fases de equilibracdo, a simulacdo de
producdo de DM foi executada por 1 ns (500.000
passos de integragdo). O sistema continuou a ser
propagado utilizando o integrador de dindmica
estocastica para a manutenc¢ao estrita da temperatura
a 291,15 K, com o barostato C-rescale para
assegurar a pressio de 1 bar e uma
compressibilidade isotérmica ajustada para a agua.
As coordenadas do sistema foram armazenadas a
cada 10 ps (nstxout-compressed = 5000) para a
posterior extragdo de dados e analise estrutural da
trajetoria.

Docking molecular e simulagio da IMAC

Para predizer quantitativamente a eficiéncia de
purificagdo de SOD3 por cromatografia de afinidade
por ions metalicos imobilizados (do inglés, IMAC)
(etapa downstream), realizou-se o acoplamento
molecular estocastico utilizando o AutoDock Vina
1.2.0. O ligante metalico foi modelado acoplando o
jon de Niquel (Ni**) ao Acido Nitrilotriacético
(NTA) usando o software Avogadro.

A predigdo da interagdo termodinamica entre a
resina ¢ a cauda de poli-histidina da enzima foi
realizada utilizando a fun¢do de escore hibrida do
software. A Energia Livre de Ligac@o (AGiigacio)
estimada pelo Vina ¢ descrita matematicamente pela

somatoria ponderada das interacdes
intermoleculares, conforme Equacgao 2.
Zi<j ftitj (Tij) ()

AGllgagao - 1+ WNrot
Nessa formulacdo matematica, o denominador
dependente de Ny, (numero de ligacdes rotativas
ativas do ligante) e do seu peso associado (w), que
atua como uma penalizacdo entropica, refletindo a
perda de graus de liberdade conformacionais apds a
ligag@o. O numerador consiste no somatério de todas
as interagdes aos pares entre os a&tomosi e j.

A funcdo de interacdo fiij ¢ avaliada com base na
distancia de  superficie (d;) interatdmica,
compreendendo uma soma ponderada de interacdes
estéricas modeladas por duas fun¢des gaussianas
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para forgas atrativas de dispersdo, e um termo
quadratico para penalizar repulsdes e sobreposi¢des
severas, além de termos especificos para afinidade
hidrofébica e ligacdes de hidrogénio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Validac¢io termodinimica do ambiente reacional
(etapa mainstream)

A primeira etapa computacional foi realizada para
validar o comportamento termodindmico do
ambiente reacional mimetizado (etapa mainstream -
biorreator operando com meio de cultura a base de
melago de cana-de-actcar a 18 °C) e a integridade
estrutural da enzima SOD3 nativa antes das etapas
de separacdo e purificagdo. Para mimetizar
rigorosamente a complexidade dessa formulagdo no
modelo computacional, a solvatagdo do sistema

incluiu, além do solvente explicito, moléculas de
sacarose e glicose, representando as principais fontes
de carbono do subproduto agroindustrial.
Considerando o volume da caixa de simulag¢ao de
1203,45 nm?, a adi¢do de 50 moléculas de sacarose
¢ 50 moléculas de glicose resultou em concentragdes
efetivas de 23,6 e 12,4 g/L, respectivamente.

A estabilidade global do sistema de simulagdo foi
atestada  pela  andlise das  propriedades
termodindmicas macroscopicas ao longo da
trajetoria de produgdo. A Figura 2 ilustra a flutuagéo
da temperatura do sistema, evidenciando que o
integrador de dindmica estocastica foi eficiente em
manter o acoplamento térmico rigorosamente em
torno do sefpoint operacional de 291,15 K (18 °C),
condi¢do ideal para indugdo heter6loga em E. coli,
visando minimizar a formagdo de corpos de
inclusdo.
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Figura 2. Perfil de temperatura do sistema reacional mimetizado a 18 °C para producao de SOD3.

Concomitantemente, a evolugdo da densidade do
sistema, conforme observado na Figura 3,
demonstrou uma rapida convergéncia e estabilizagdo
em um platd caracteristico de meios aquosos
complexos. A auséncia de derivas significativas na
densidade ao longo do tempo de simulacdo
confirmou que o barostato C-rescale acomodou
adequadamente o volume da caixa,

garantindo que a inser¢do dos componentes densos
do melago (sacarose e glicose) ndo causasse
instabilidades de pressio (BERENDSEN; VAN
DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995; BROOKS et
al., 2009; CICCOTTI et al., 2022; FILOSO et al.,
2015; LINDAHL; HESS; VAN DER SPOEL,
2001).
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Figura 3. Estabilizagdo da densidade do sistema reacional durante a simulagdo de produgdo de SOD3

Estabilidade conformacional da SOD3 e
interacio com os agticares do melaco

Para avaliar se as condig¢des fisico-quimicas do meio
complexo poderiam induzir a desnaturagdo da
proteina, o desvio quadratico médio (do inglés,
RMSD) do esqueleto carbonico da SOD3 foi
monitorado em relagdo a sua estrutura cristalografica
inicial. Conforme apresentado na Figura 4, ap6s o

relaxamento inicial das cadeias laterais, o RMSD
atingiu um platd estavel. Essa estabilidade estrutural
in silico foi considerado um forte indicativo
preditivo de que a enzima manteve seu
enovelamento tridimensional nativo nas condigdes
de temperatura e solvatacdo do biorreator
(ANTONYUK et al., 2009; FRENKEL; SMIT,
2002; ROUHANI et al., 2018; ZHAO et al., 2022).

Desvio quadratico médio (RMSD) da SOD3 no melago

RMSD (nm)

0,05 —— RMSD do Backbone
----- Média (0,5 - 1,0 ns): 0,229 nm
0 T . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Tempo (ns)

Figura 4. Desvio quadratico médio (do inglés, RMSD) do esqueleto carbonico da SOD3.

Além da integridade estrutural, avaliou-se a
interacdo direta dos solutos do meio com a superficie
proteica. A analise de distancia minima (mindist)
entre a enzima e as moléculas de sacarose (Figura
5A) e glicose (Figura 5B) revelou a

formagao de uma camada de solvatacao estavel. As
curtas distancias registradas ao longo da trajetéria
indicaram que os agucares interagiram de forma
continua com os residuos polares da superficie da

SOD3. Essa rede de interagdes pode atuar na
estabilizagdo termodinamica da macromolécula por
meio de ligacdes de hidrogénio e efeitos de exclusao
de volume, fendmenos frequentemente associados a
crioprotegdo e osmorregulagdo por polidis e
agucares em bioprocessos (HANDEL et al., 2013;
LATOUR, 2008; LEACH, 2001; OZBOYACI et al.,
2016).
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(A) Interacdo com Sacarose
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(B) Interacao com Glicose
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Figura 5. Distancia minima entre a SOD3 ¢ as moléculas de sacarose (A) e glicose (B) do meio reacional

A inspecdo visual da trajetéria de simulagdo
corroborou os achados quantitativos de estabilidade.
A Figura 6 apresenta uma fotografia representativa
da trajetoria, permitindo a observagao direta da
manutencdo da estrutura quaterndria nativa da SOD3
e da complexa rede de interagdes com o solvente e
os agucares do melago ao longo do tempo.

2 J

Figura 6. Visualizagdo da SOD3 durante a
Dinamica Molecular através do software VMD.

Design do construto recombinante e flexibilidade
da cauda His-tag

Uma vez validada a integridade e estabilidade da
enzima SOD3 nativa no ambiente reacional do
biorreator, a etapa subsequente de engenharia do
bioprocesso consistiu no design do construto
recombinante para viabilizar a separagdo e
recuperacdo do bioproduto (etapa downstream). O
desafio técnico residiu na separagdo seletiva da
enzima a partir de um meio complexo rico em

proteinas contaminantes da cepa hospedeira e
residuos do melago. Para contornar esse problema, a
estratégia adotada foi a incorporagdo estrutural de
uma cauda de poli-histidina (His-tag) na

extremidade terminal da macromolécula,
procedimento realizado in silico usando o software
PyMOL, o que permitiu a futura utilizacdo da
IMAC. A Figura 7 ilustra a SOD3 com 6 histidinas
em cada uma das suas quatro subunidades, que
foram representadas na forma de sticks.

Figura 7. SOD3 com as quatro caudas com seis
histidinas cada adicionadas via Pymol.

Apds a insercdo das histidinas, realizou-se a DM
para validar a  estabilidade e calculos
termodindmicos, garantindo que a adicdo desse
apéndice peptidico n3o comprometesse a
estabilidade do ceme (core) da SOD3. Para
mensurar o impacto estrutural local dessa insercao,
calculou-se a Flutuagdo Quadratica Média (do
inglés, RMSF) dos residuos de aminoacidos a partir
das trajetorias de simulagdo. A Figura 8 apresenta o
perfil de mobilidade atdmica individual por residuo,
o que revelou que as quatro caudas, alocadas na
porcao N-terminal da proteina, estavam disponiveis
em solugdo para interagir com a coluna
cromatografica.
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A andlise do RMSF revelou ainda flutuacdes
severamente restritas nas regides de estrutura
secundaria (alfa-hélices e folhas-beta) bem definida
do centro da enzima, corroborando o platé de RMSD
e indicando uma alta rigidez estrutural da porcao
funcional. Ao contrario, a regido N-terminal,
correspondente a cauda His-tag, apresentou picos
proeminentes de flutuacdo. Esse elevado grau de
mobilidade terminal foi considerado fisico-
quimicamente favoravel para o bioprocesso. A alta

flexibilidade indicou que a cauda nio se encontrava
colapsada sobre a superficie hidrofobica da proteina,
mantendo-se estendida e totalmente solvatada. Essa
exposi¢ao otimizada ¢ considerada um pré-requisito
crucial para maximizar a probabilidade de contato e
o acoplamento seletivo com os sitios ativos da matriz
cromatografica nas etapas subsequentes (LEE ef al.,
2021; SALVALAGLIO et al., 2009; STANEVICH;
OYENIRAN; SOMANI, 2024).

Flutuacdo quadratica média (RMSF) dos residuos
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Figura 8. Flutuaciao quadratica média (do inglés, RMSF) da SOD3 com as quatro caudas de histidina.

Predicio da eficiéncia de purificagdo por IMAC

Com a flexibilidade e a exposi¢do da cauda His-tag
atestadas pela DM, procedeu-se aos calculos
preditivos da interagdo cromatografica. O rigor
técnico da etapa prévia permitiu que o docking
estocastico no AutoDock Vina fosse executado
utilizando uma conformac¢do termodinamicamente
realista e relaxada da enzima. O objetivo do
acoplamento molecular foi predizer a Energia Livre
de Ligacdo (AGiigeao) € mapear as interagdes
intermoleculares entre os residuos de histidina da
cauda flexivel e o complexo resina-ligante (Ni-
NTA).

Os resultados do acoplamento molecular
evidenciaram uma afinidade termodinamica
favoravel entre o construto recombinante e a matriz
cromatografica. A Tabela 1 sumariza as nove
conformagdes (modos) energeticamente mais
favoraveis geradas pelo algoritmo estocastico do
AutoDock Vina, ranqueadas de acordo com os
respectivos AGiigagao € RMSD em relagdo a melhor
pose.

O modo de liga¢ao primario (modo 1) apresentou a
maior afinidade predita, com um AG de -4,206
kcal/mol, configurando-se como o estado
conformacional de maior estabilidade e
probabilidade de ocorréncia. Essa magnitude de

energia livre atestou a viabilidade termodinamica e a
espontaneidade do acoplamento entre os anéis
imidazolicos dos residuos de histidina da cauda N-
terminal e os ions de niquel imobilizados na resina.
Do ponto de vista operacional, esse valor refletiu
uma interacdo reversivel forte o suficiente para reter
a proteina alvo de forma seletiva durante as etapas
de lavagem das impurezas do melago, ideal para a
cromatografia. Ao mesmo tempo, foi considerada
suficientemente branda para permitir uma elui¢do
eficiente por competicdo com imidazol, preservando
a integridade da enzima sem a necessidade de
condigdes extremas de pH (EBERHARDT et al.,
2021; HUANG et al., 2026; MENG et al., 2011;
NOCEDAL; WRIGHT, 2000; TROTT; OLSON,
2010).

Quanto aos pardmetros estruturais, o algoritmo
estocastico forneceu dois calculos de desvio em
relacdo a melhor conformagdo: o RMSD lower
bound (Lb.), que calcula o melhor ajuste possivel
sem exigir uma correspondéncia estrita (1:1) na
numeragdo dos atomos, sendo altamente util para
contabilizar a simetria molecular e avaliar o quao
proxima uma pose estd da referéncia,
independentemente da orientacdo; e 0 RMSD upper
bound (u.b.), que permite uma comparacao rigorosa
atomo a atomo (1:1) entre duas conformagoes,
medindo o desvio maximo possivel. A amplitude
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observada nesses desvios ao longo dos diferentes
modos (chegando a variagdes superiores a 7 A)
indicou a existéncia de multiplas orientacdes
espaciais sobre a superficie de contato, gerando
diversos estados de ancoragem viaveis. Esse
comportamento refletiu a alta flexibilidade
intrinseca da His-tag, corroborada previamente pela
analise de RMSF, e a capacidade dos multiplos
residuos de histidina atuarem de forma redundante
no processo de quelagio (CLEMENTE; PRIETO;
MARTI, 2024; KHARE; GREWAL; BUEHLER,
2023; RAMAKRISHNAN; SADANA, 2000;
SANGARE et al., 2025).

Tabela 1. Resultados do Docking Molecular.
RMSD RMSD

Modo AGiigagao Lb. u.b.

(kcal/mol) ( A) ( A)
1 4,206 0,000 0,000
2 4,052 8,856 10,12
3 -3,966 4,979 6,735
4 -3,776 2,136 3,441
5 -3,713 5,789 6,861
6 23,684 2,139 3,421
7 -3,605 9,262 10,25
8 -3,584 5,731 7,356
9 -3,492 5,567 6,787

AGiigagao- energia livre de ligagdo; RMSD /.b.= desvio quadratico
médio, limite inferior; RMSD u.b.= desvio quadratico médio,
limite superior.

Para elucidar a rede de contatos em nivel atdmico
responsavel por essa afinidade, a inspegao visual das
trajetorias de acoplamento foi realizada. As Figuras
9A e 9B apresentam as visualizagdes tridimensionais
da conformagdo predita geradas in silico. A
perspectiva aproximada, apresentada na Figura 9C,
evidencia as distdncias atdomicas favoraveis a
formagdo das ligacdes de coordenagdo. A
flexibilidade da cauda permitiu que os residuos de
histidina se acomodassem no bolsgo de afinidade do
ligante, maximizando o contato efetivo.

(A)

©

Figura 9. Sobreposi¢do das nove conformacdes
calculadas no AutoDock Vina (A), visualizagdo da
interacdo do modo 1 (B), e aproximagéo visual da
interagdo do complexo Ni-NTA com as histidinas

(C). Em amarelo as caudas de histidina e roxo o

complexo Ni-NTA.

CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a viabilidade técnica e a
fundamentagao racional do bioprocesso de producao
e purificacdo da enzima recombinante SOD3 por
meio de ferramentas de engenharia molecular
preditiva. No ambito da etapa mainstream do
bioprocesso, as simulagdes de Dinamica Molecular
comprovaram que o ambiente reacional mimetizado,
formado por um meio complexo a base de melago de
cana-de-aguicar, a uma temperatura operacional de
18 °C, foi termodinamicamente estavel, preservando
o enovelamento  quaternario  nativo  da
metaloenzima, o que contribuiu para mitigar os
riscos associados a desnaturacdo estrutural durante o
cultivo.

A analise de flutuacdo atdmica também confirmou
que a estratégia de inser¢do da cauda de poli-
histidina via PyMOL conferiu flexibilidade e
exposicdo espacial necessarias na extremidade N-
terminal da SOD3, sem comprometer o cerne
proteico estrutural.

Em relacdo a etapa downstream do bioprocesso, o
acoplamento molecular no AutoDock Vina indicou
uma interagdo espontanea e favoravel entre a cauda
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flexivel e o ligante Ni-NTA, apresentando uma
energia livre de ligacdo de -4,206 kcal/mol no modo
de maior afinidade. Esse perfil de afinidade
moderada e reversivel ¢ considerado ideal, pois
assegura a retencdo seletiva da proteina alvo durante
a lavagem dos contaminantes celulares e residuos do
melago, viabilizando uma eluigdo competitiva
eficiente sob condigdes brandas de imidazol.

Contudo, ¢ fundamental ressaltar que os modelos
preditivos adotados neste trabalho apresentaram
simplificagdes fisicas e matematicas intrinsecas que
impuseram um afastamento em relacdo aos valores
reais. Esse distanciamento termodindmico decorreu
principalmente da auséncia de um campo de forga
classico no AutoDock Vina, o qual utiliza uma
funcdo de escore empirica para priorizar a
velocidade de varredura estocastica. Com isso,
efeitos dindmicos de solvatacdo explicita, entropia
conformacional detalhada da agua, e reorganizagdo
da dupla camada elétrica na superficie da resina
foram desconsiderados.

Além disso, a adsor¢do em matrizes de afinidade
metalica envolve forcas de coordenagdo quimica
entre os nitrogénios do anel imidazolico da histidina
e os orbitais d eletronicamente desemparelhados do
ion de niquel. Esse fenomeno requer uma descri¢ao
por Mecanica Quéantica para mapear com exatidao a
quebra e formagao de ligagdes de coordenagdo, os
efeitos de polarizagdo eletronica localizada, e a
transferéncia de carga interatomica, os quais ndo sdo
integralmente capturados por potenciais classicos ou
equacdes matematicas simplificadas de superficie.

Dessa forma, embora a modelagem e o acoplamento
molecular constituam uma plataforma rapida e
indispensavel para o design racional de bioprocessos
e triagem operacional, o refinamento por abordagens
hibridas de Mecanica Quantica/Mecanica Molecular
(QM/MM) e Dinamica Molecular com solvente
explicito representa o proximo passo necessario para
estreitar os horizontes preditivos e os rendimentos
reais de purificagdo industrial.

Nesse mesmo contexto, ressalta-se que a simulagéo
de Dinamica Molecular executada neste trabalho foi
conduzida em uma escala de tempo de 1 ns,
suficiente para avaliar a estabilidade estrutural
inicial e o comportamento conformacional local da
proteina no ambiente reacional mimetizado.
Todavia, fendmenos biofisicos de maior relevancia
para a validagdo do bioprocesso tais como:
rearranjos conformacionais de longo alcance,
transi¢des entre  estados de enovelamento,
reequilibrio da esfera de solvatagdo e dindmica
coletiva de dominios proteicos tipicamente se
manifestam em escalas de tempo da ordem de
centenas de nanosegundos a microssegundos.

Assim, simula¢des de duracdo estendida, na faixa de
100 ns a 1 ps, sdo necessarias para confirmar com
maior rigor as conclusdes aqui apresentadas e
descartar eventuais artefatos resultantes do curto
horizonte temporal adotado. E importante destacar,
contudo, que a simulagdo de 1 ns ndo invalida os
resultados obtidos: ela estabelece uma linha de base
solida e indica um caminho metodologicamente
consistente a ser aprofundado, funcionando como
etapa exploratoria indispensavel para orientar as
simulagdes  subsequentes de maior custo
computacional.

Nesse sentido, a realizacdo de simulagdes de
Dinamica Molecular em escalas de tempo estendidas
constitui uma das perspectivas centrais para
trabalhos futuros, com vistas a consolidagdo e
validacdo aprofundada dos resultados preditivos
aqui apresentados.
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