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INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa) € uma cultura agricola de grande interesse e importancia mundial,
tanto pelo seu peso na agroindustria quanto pelo seu valor nutricional, sendo inclusive considerada
fonte primaria do quadro nutricional de paises asiaticos em desenvolvimento. Ndo obstante sua
notavel importancia, verifica-se certa escassez de estudos para desenvolver técnicas com potencial
de minimizar problemas intrinsecos ao cultivo desta cerealifera, como a competicdo com plantas
daninhas, por exemplo (COBUCCI, 2006).

Sabe-se que a superfamilia de enzimas glutationa s-transferases (GSTs) confere em arroz
(Oryza sativa) acdo catalisadora, protecdo a estresse bidtico e abidtico, além de resisténcia a
herbicidas (FROVA, 2003, 2006), tal que, sua principal reagdo consiste na conjugacdo do
tripeptideo glutationa a um composto hidrofobico, tornando-o mais solivel e menos toxico
(MARRS, 1996), mantendo assim a homeostase celular. Entretanto, a estrutura tridimensional da
proteina deste estudo, que em estudos de natureza protebmica serve para identificar a sua
funcionalidade, até o momento néo foi elucidada.

Ferramentas da bioinformatica apresentam alternativas para predicdo de estruturas proteicas
por meio de homologia entre a sequéncia alvo de interesse e sequéncias proteicas com estruturas
terciarias conhecidas que servirdo de modelos (templates) (de SOUZA M. L., 2008). Neste
contexto, o docking molecular é uma técnica que complementa a modelagem molecular no que diz
respeito ao entendimento funcional da molécula em questdo, uma vez que se desenvolve
analogamente a um esquema de chave fechadura, (PITA et al., 2008) no qual se esta interessado em
descobrir a orientagdo correta da chave, que proporcionara o encaixe mais favoravel e efetivo.
Assim, esta técnica pode ser definida como um método de otimizagdo, que visa descrever a melhor

posicdo de orientacdo da molécula ao seu ligante. Com esta defini¢do e ponderando-se que ambas as
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moléculas podem moldar-se durante a interacdo, a analogia mdo-em-luva é mais adequada que
chave-fechadura (JORGENSEN, 1991).

Pela importancia mundial da cultura do arroz, conforme mencionado no inicio, e a

necessidade de estudos que contribuam para a solucdo da problematica apresentada, justifica-se a
realizacdo do presente trabalho, que, langando mdo das ferramentas da bioinformética, foi
desenvolvido com o objetivo de construir, validar e analisar em plataforma computacional, um
modelo tedrico de uma proteina glutationa (OsGSTU4) de arroz (Oriza sativa) que confere

tolerancia a herbicidas a plantas.

METODOLOGIA

Refinamento e mineracéo de dados

O modelo utilizado foi obtido do PMDB- Protein Model DataBase
(https://bioinformatics.cineca.it/PMDB/) e encontra-se disponivel para acesso publico através do
cédigo PM0079227.

A estrutura dos ligantes herbicidas foram obtidas na base de dados de pequenas moléculas
ZINC database (http://zinc.docking.org/) em arquivos .mol2. Os arquivos.mol2 foi convertido para
.pdbgt no Autodock 1.5.6 (https://www.chpc.utah.edu/documentation/software/autodock.php), teve
os hidrogénios polares removidos e suas moléculas foram assinaladas com os parametros de carga
Gasteiger (GASTEIGER; MARSILI, 1980). A estrutura da OsGSTU4 foi obtida a partir do arquivo
.pdb do modelo tedrico, o qual foi convertido para arquivo .pdbgt no Autodock e foram adicionado
hidrogénios e parametros de carga Kollman (WEINER et al. 1984). A glutationa foi tratada como
co-fator.

Docking

Os  calculos  de docking rodaram no programa  Autodock 156
(https://www.chpc.utah.edu/documentation/software/autodock.php) e as simulacbes foram
realizadas com o campo de forca do Gromos53a6 e com o ligante flexivel e a proteina rigida
(NAMASIVAYAM, GUNTHER, 2007) através do algoritmo genético lamarckiano (LGA).

O Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) é uma ferramenta computacional apropriada
para busca diante de uma vasta variedade de parametros, ou seja, combinagdes que resultem em
solugdes representativas para um problema pré-determinado, encontradas a partir de principios de
genetica, selecdo natural e evolugdo proposto primariamente por Darwin (MORRIS, 1998;
GOLDBERG, 1989; CARDOSO, 1998; PEDRO, 2008).
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Neste trabalho, o LGA foi usado em conjunto com o método de Goodford, permitindo, ao

mesmo tempo, realizar a amostragem do espago configuracional do ligante e efetuar o célculo da
energia de interacdo atdmica do receptor e do ligante (GOODFORD, 1985).

Neste ambito, a iniciacdo é dada por meio de uma populacgéo inicial, em que cada individuo
é constituido por uma conformacdo especifica. Com o objetivo de conduzir a selecdo, existem
funcgdes de avaliacdo sobre a populacdo que permitem a escolha de individuos mais aptos. Torna-se
perceptivel que esses individuos apresentam uma maior probabilidade de se reproduzirem ao serem
submetidos a um processo evolucionario, por meios computacionais, onde sdo trocados dados
(material) genéticos entre si mediante os processos de recombinacdo e mutacdo. (DANDEKAR,
ARGOS, 1998; MORRIS, 2009). Este processo d& inicio a uma segunda geracao de individuos e,
dessa forma, pelas geragdes seguintes, o ciclo se repete sucessivas vezes, promovendo a simulacéo
de um longo tempo evolucionario, tal que os individuos mais aptos resultantes terminam por
compor a solucéo do problema (MORRIS, 2009; GOLDBERG, 1989; CARDOSO, 1998; PEDRO,
2008).

Nesta metodologia hd ainda o uso de grid, recurso que calcula mapas de afinidade
previamente para cada atomo do ligante que interage com o receptor, imersos em uma caixa de
pontos reticulados (uma grade de energia).O uso de grids neste trabalho teve a finalidade de
construir uma caixa de pontos reticulados regularmente espacados, sendo centrado na regido de
interesse do receptor. Cada ponto expresso no grid corresponde a uma energia potencial
representante de grupos funcionais presentes no receptor, como carbonos alifaticos, carbonos
aromaticos, oxigénio e nitrogénio sendo doadores-aceptores de liga¢bes de hidrogénio. Portanto,
por definigdo, entende-se que os grids sdo descritores tridimensionais da posi¢cdo dos diferentes
grupos quimicos no receptor sendo por fim o tamanho do grid estabelecido em 126 x 126 x 126
angstrons pelo programa Autogrid (http://autodock.scripps.edu/wiki/AutoGrid) e centrado no
receptor (GST).

Os parametros usados para simulacdes foram os seguintes: 10.000 réplicas, analises de
energia a cada 1.500.000 e 27.000 geracGes, tamanho populacional de 150 e taxas de mutagéo e
crossing-over de 0,02 e 0,08 respectivamente. Foram geradas 10 conformacBes que foram
ranqueadas com base na menor energia e analisadas no VMD

(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O resultado do docking realizado para o herbicida metsulfuron, executado no programa
autodock, foi o ranqueamento de dez possiveis complexos, conforme se observa na Tabela 1. Este
procedimento tem como base 0s scores de energias intermoleculares, energia de ligacao e ligacdes
de hidrogénio, evidenciando os atomos (e residuos) da proteina e do ligante que apresentam
interagBes favoraveis para o modelo, conforme descrevem Morris et al. (2009), sendo portanto
apropriado para predicdo de complexos moleculares, simulacdo computacional de associacdes
moleculares entre substrato e enzima, (TROSSET, SCHERAGA, 1999; BROOIJMANS, KUNTZ,
2003) como o presente trabalho.

Tabela 1. Resultados dos trés melhores complexos ranqueados pelo autodock no docking do

metsulfuron

Complexo Energia de ligagdo Energia intermolecular LigacOes de hidrogénio
Kcal/mol Kcal/mol

1 -3.74 -5.53 B:LYS 111 HZ1 - 02
C: GTX1226 H11-N3
B:LYS 111 HZ2 — O6
C:LYS 56 HZ1 - 02

2 -3.68 -5.47 B:LYS 111 HZ1 - 02
C:HIS 54 HD1 - O5
C:LYS 56 HZ1 - 03, 02

3 -2.78 -4.57 B:LYS 111 HZ1 - 05
C:LYS 56 HZ1 — N5
C:LYS 56 HZ1 - O6

Fonte: Tabela produzida pelo desenvolvedor da pesquisa.

LigacGes de hidrogénio com o gluthation indicam conjugacdo entre as moléculas, como
mostra a Tabela 1, indicando ainda, um ranking de possiveis modelos organizados quanto ao seu
nivel de energia, onde, quanto menor o valor de energia, mais favoravel é o modelo, como afirma
Kang e colaboradores (2009) sendo este mais energeticamente ajustado (BROOIJIMANS, KUNTZ,
2003). Os resultados revelados pelo docking do metsulfuron mostram repeticdes de alguns residuos
(LYS 111, LYS 56, GTX1226) que se apresentaram extremamente favoraveis, sendo estes,

possivelmente residuos ancora para a ligacdo, combinando com os resultados evidenciado por Rigo
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(2011). A identificacdo da molécula GTX1226 como residuo ancora € evidéncia de um possivel

processo de conjugacdo (KILILI, 2004) entre o metsulfuron e a glutationa, que evidencia a
possibilidade de desintoxicacdo do metsulfuron pela OsGSTUA4.
O primeiro dos resultados ranqueados pelo autodock para o metsulfuron pode ser

visualizado na Figura 1.

Figura 1. Imagem do primeiro complexo para o metsulfuron obtido por meio do programa

autodock

Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.

De maneira geral, na Figura 1 pode-se observar a seguinte sequéncia: em amarelo, sob
representacdo grafica de bastdes, a estrutura da glutationa S-transferase; em azul, sob representacao
grafica VDW (Van Der Waals), as moléculas de glutationa; em vermelho encontram-se 0s mais
atomos mais préximos de residuos de aminoacidos que circundam o ligante a uma distancia de 4
angstroms (4 A), que por sua vez esta representado em verde.

Desta forma, por meio de ferramentas do programa Visual Molecular Dynamics,
caracterizaram-se atomos dos residuos sob a referida distancia de 4 A, que podem ser observados

em detalhe nas Figuras 2 (“a” e “b”).

Figura 2. Representacéo do sitio ativo, com identificacdo dos residuos e suas respectivas distancias
até o ligante, em duas perspectivas diferentes sobre 0 mesmo ponto (“a” e “b”), para o primeiro

resultado com o metsulfuron.
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a) Perspectiva 1 b) Perspectiva 2

Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.

A Tabela 2 apresenta os atomos de residuos de aminodcidos circunvizinhos a distancias
menores de 4 A e suas respectivas distancias até atomos do ligante. Onde podemos observar os
atomos de hidrogénio das lisinas 56, e 111, se ligando a 4&tomos de oxigénio, a distancia de 1,91 A,
reforcando a hipGtese de serem residuos ancora, formando ligacGes covalentes (ponte de
hidrogénio) com o ligante. (BUENO, M.A 2015, OLIVEIRA, B.G. 2012)

Tabela 2. Representacdo de atomos de residuos préximos ao metsulfuron e suas respectivas

distancias em angstroms no primeiro complexo.

Atomos de residuos proximos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

(ligante) (A)

ASP110:0 <0>0:C14 3.43
GLU69:0E2 <0>0:C5 2.95
LYS56:HZ1 <0>0:02 1.91
LYS111:HZ1 <0>0:02 191
GLN134:0E <0>0:C10 2.87
HIS54:HE2 <0>0:C5 3.91

Fonte: Tabela produzida pelo desenvolvedor da pesquisa.

O segundo dos resultados ranqueados pelo autodock pode ser visualizado na Figura 3, onde
se pode observar igualmente ao que ocorreu com o primeiro resultado ranqueado pelo programa, a
seguinte sequéncia: em amarelo, sob representacdo grafica de bastdes, a estrutura da glutationa S
transferase; em azul, o sob representacdo grafica VDW (Van Der Waals) as moléculas de
glutationa; em vermelho encontram-se 0s &tomos mais proximos de residuos de aminoacidos que
circundam o ligante a uma distancia de 4 A como a sua antecessora, que por sua vez esta

representado em verde.

Figura 3. Imagem do segundo complexo para 0 metsulfuron obtido por meio do programa

autodock.
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Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.

Como no primeiro resultado, por meio de ferramentas do programa Visual Molecular

Dynamics, caracterizaram-se atomos dos residuos sob a referida distancia de 4A que podem ser

observados em detalhe nas Figuras 4 (“a” e “b”).

Figura 4. Representacéo do sitio ativo, com identificacdo dos residuos e suas respectivas distancias

até o ligante, em duas perspectivas diferentes sobre 0 mesmo ponto (“a” e “b”) para o segundo

resultado com o metsulfuron.

a) Perspectiva 1 b) Perspectiva 2

Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.

Complementando as informacdes da Figura 4, a Tabela 3 apresenta os &tomos de residuos de
aminodcidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas respectivas distancias até atomos do
ligante, tal que podemos observar os atomos de hidrogénio das lisinas 56, e 111, se ligando a
atomos de oxigénio, & distancia de 2,52 A, e 2,47 A reforcando a hipotese de serem residuos ancora,
formando pontes de hidrogénio com o ligante. (BUENO, M.A 2015, OLIVEIRA, B.G. 2012)

Tabela 3. Representacdo de atomos de residuos préximos ao metsulfuron, e suas respectivas

distancias em angstroms no segundo complexo.

Atomos de residuos proximos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva
(ligante) (A)
GLUG69:0E2 <0>0:C5 2.95

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br

www.conapesc.com.br



so naclonal

” endino em

CIENCIAS
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
LYS111:NZ <0>0:04 247
LYS56:HZ3 <0>0:02 2.52
HIS54:HE?2 <0>0:C5 3.91
GLN134:1HE <0>0:C14 3.82

Fonte: Tabela produzida pelo desenvolvedor da pesquisa.

O terceiro dos resultados ranqueados pelo autodock pode ser visualizado na Figura 5, onde

pode ser observada, de maneira semelhante ao que ocorreu com o primeiro e o segundo resultado, a
seguinte sequéncia: em amarelo, sob representacdo grafica de bastdes, a estrutura da glutationa S
transferase; em azul, sob representacdo grafica VDW (Van Der Waals) as moléculas de glutationa;
em vermelho encontram-se 0s mais proximos atomos de residuos de aminoacidos que circundam o

ligante a uma distancia de 4 A, que por sua vez esta representado em verde.

Figura 5. Imagem do terceiro complexo para o metsulfuron obtido por meio do programa autodock.

Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.

Como nos primeiro e segundo resultados, por meio de ferramentas do programa VMD,
caracterizaram-se atomos dos residuos sob a referida distancia de 4A, que podem ser observados em

detalhe nas Figuras 6 (“a” e “b”):

Figura 6. Representacdo do sitio ativo, com identificacdo dos residuos e suas respectivas distancias
até o ligante, em duas perspectivas diferentes sobre o mesmo ponto (“a” e “b”) para o terceiro

resultado com o metsulfuron.

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br

www.conapesc.com.br



ANSINO em

CIENCIAS

- LA l.-
B
Thebg e g Y

i 1,3..1.4'1?1_;];5\ v
g HePL R

o]

a) Perspectiva 1 b) Perspectiva 2

Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.

Para complementar as informacbes da Figura 6, listaram-se na Tabela 4 os atomos de
residuos de aminoécidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas respectivas distancias
até 4&tomos do ligante, onde podemos observar os &tomos de hidrogénio das lisinas 56, e 111, se
ligando a &4tomos de oxigénio, a distancia de 1,91 A, e 2,29 A reforcando a hip6tese de serem
residuos ancora, formando ligacdes covalentes (ponte de hidrogénio) com o ligante. (BUENO, M.A
2015, OLIVEIRA, B.G. 2012)

Tabela 4. Representacdo de atomos de residuos proximos ao metsulfuron, e suas respectivas

distancias em angstroms no terceiro complexo

Atomos de residuos proximos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

(ligante) (A)

LYS56:HZ1 <0>0:02 1.91
LYS111:HZ3 <0>0:04 2.29
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
GLUG9:0E2 <0>0:C5 2.95
HIS54:HE?2 <0>0:C5 3.91
GLN134:1HE <0>0:C10 3.42

Fonte: Tabela produzida pelo desenvolvedor da pesquisa.

CONCLUSAO

Mediante os dados obtidos neste trabalho, apds a sua analise é possivel relacionar as
seguintes conclusoes:

Os resultados obtidos para o modelo desenvolvido e estudado neste trabalho sdo consistentes
e permitem confirmar a sua estabilidade fisico-quimica estrutural. A OsGSTU4 se liga ao herbicidas
metsulfuron, havendo inclusive formagdo de complexo. O relutante aparecimento dos atomos de

hidrogénio pertencentes as lisinas 56 e 111, ancorando atomos de oxigénio do ligante, a distancias

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br

www.conapesc.com.br



so naclonal
DE PEEQUIEA E
JLNSinO em

CIENCIAS

de uma ligacdo covalente sdo uma evidéncia in-silico de que possivelmente estes residuos servem

para ancoragem de ligantes. O aparecimento do &omo de hidrogénio da glutationa (GTX 1225)
associando-se ao ligante, é uma confirmacao in-silico de conjugacéo do ligante a glutationa.

O estudo apresenta importancia biotecnologica para a agroindustria e inddstria de defensivos
agricolas, visto que a compreensdo funcional-estrutural da molécula estudada e concebida neste
trabalho, pode auxiliar no possivel desenvolvimento de defensivos com maior precisdo,
considerando que € uma cultura com desenvolvimento de poucas tecnologias voltadas para o seu

cultivo e manutencdo.
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