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RESUMO

O arroz é uma cultura de grande interesse e importdncia mundial, tanto na esfera
agroindustrial quanto nutricional, sendo inclusive intitulada fonte primaria do layout
nutricional de paises asiaticos em desenvolvimento, mas estudos para minimizar os problemas
intrinsecos ao cultivo desta cerealifera ainda sdo escassos. Sabe-se que a superfamilia de
enzimas glutationa s-transferases (GSTs) confere em arroz (Oryza sativa) protecéo a estresse
biodtico e abiotico e que sua estrutura tridimensional, que em estudos de natureza protedbmica
servem para identificar a funcionalidade da proteina, ainda ndo foi elucidada. Nesse contexto,
o0 presente trabalho busca contribuir para a solugédo desta problematica, cujo desenvolvimento
se deu numa sequéncia de trés etapas gerais, complementares entre si, quais sejam: construgéo
de um modelo tedrico valido para a proteina glutationa-S-transferas classe Tau4 de Oryza
sativa (OsGSTU4) em plataforma computacional, por meio de modelagem por homologia.
Para tato, usou-se como template (molde) uma sequéncia de uma GSTs classe Tau 4 de trigo
(Aegilops tauschii) (AtGSTU4) por ser uma sequéncia ortdloga a OsGSTU4; estudo da
natureza funcional da proteina modelada, em que foi simulado o processo de liga¢do por meio
do programa AUTODOCK 1.5.6, entre a proteina e ligantes (herbicidas Bentazon e
Metsulfuron), no qual foi verificado, como resultado, processo de conjugacao entre a proteina
e o0 herbicida Metuslfuron, evidenciando o processo de desintoxicagdo do herbicida por meio
da rota metabolica da proteina OsGSTU4; analise da dindmica (atomistica) molecular por
meio de simulagdo computacional, de forma que possibilitou observar, numa fracdo de
tempo, os movimentos de grande amplitude por meio de Analise de Modos Normais (NMA)
pelo servidor EINemo e movimentos de grande e média amplitude por meio do pacote de
programa GROMACS. O conjunto de técnicas desta ultima etapa permitiu avaliar a cinética
estrutural ao longo de toda a cadeia da proteina e evidenciar a estabilidade da estrutura,
revelando que o modelo obtido pela primeira etapa da metodologia apresenta-se em seu
estado nativo. Conclui-se que o modelo obtido apresenta alta confiabilidade estrutural,
estabilidade fisico-quimica e revela potencial de acdo catalitica para os herbicidas estudados.
Além disto, os resultados forneceram dados que podem auxiliar posteriores pesquisas visando
0 desenvolvimento de tecnologias voltadas para outras culturas agronomicamente
importantes, como o arroz.

Palavras chave: Modelagem. OsGST. Oryza sativa. Docking. Dindmica Molecular.



ABSTRACT

Rice is one of the most important crops in the world, and this includes the fact that’s being
called the primary source of nutritional layout in developing countries in Asian developing
countries, however there are few studies of agro-industrial and technological bias for rice. It is
known that the superfamily of s-transferase enzymes glutathione (GST) confer rice (oryzae
Sativa) protection to biotic and abiotic stress and its three dimensional structure, which in
proteomics studies serve to identify the protein functionality, that have not been elucidated. In
this context, this work aims to contribute to solution of this problem and has been developed
in a sequence of three general complementary steps, which are: construction of a valid
theoretical model for glutathione-S-transferas protein Tau4 class oriza Sativa (OsGSTU4) in
computational platform through homology modeling, for which was used a wheat template
sequence of one GSTs Tau 4 Aegilops tauschii (AtGSTU4) ortholog sequence to the
OsGSTU4; Study of the functional nature of the patterned protein, which the binding process
between the protein and ligands (herbicides, Bentazon and Metsulfuron), that was simulated
in AutoDock 1.5.6 program, which was found as a result of the conjugation process between
protein and Metuslfuron herbicide, showing the herbicide detoxification process by metabolic
route OsGSTU4 protein; dynamic (atomistic) analysis through computer simulation enabling
to observe, in a fraction of time, the movements of large amplitude by Normal Mode Analysis
(NMA) by EINemo server and large movements and average amplitude through GROMACS
program package. The set of techniques of this latter step allows to evaluate the structural
kinetic throughout the protein chain and show the structure stability, revealing that the model
obtained by the first step of the methodology presented itself in its native state. We conclude
that the model obtained in the first methodology step shows high structural reliability,
physical and chemical stability and reveals catalytic action potential for the studied
herbicides. In addition, the results provide data that can aid further research aimed at
developing technologies for agronomically important crops such as rice.

Keywords: Modeling. OsGST. oriza Sativa. Herbicide. Docking. Molecular Dynamics.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa) é uma cultura agricola de grande interesse e importancia
mundial, tanto pelo seu peso na agroinddstria quanto pelo seu valor nutricional, sendo
inclusive considerada fonte primaria do quadro nutricional de paises asiaticos em
desenvolvimento (NASCIMENTO, 2008). 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 reacdo consiste na
conjugacéo do tripeptideo glutationa a um composto hidrofébico, tornando-o mais sollvel e
menos toxico (MARRS, 1996), mantendo assim a homeostase celular. Entretanto, a estrutura
tridimensional da proteina deste estudo, que em estudos de natureza protedmica serve para
identificar a sua funcionalidade, até o momento néo foi elucidada.

A construcdo de moléculas, concomitantemente com a predicdo de suas caracteristicas
quimicas e do seu comportamento, através da execucdo de uma variedade de célculos, em
meio computacional, é perfeitamente possivel com a utilizacdo de recursos da bioinformatica.
A partir desta informacéo, e tendo em vista que, 0 mecanismo evolutivo de duplicacdo de
genes, associado as mutagOes, leva a diferenciacdo de moléculas e, consequentemente, a
formacdo de familias de proteinas evolutivamente relacionadas com semelhanca estrutural, as
proteinas homoélogas tendem a conservar a estrutura ancestral visto sua importancia para a
manutencdo da funcdo das proteinas. Assim, pode-se afirmar que as estruturas tridimensionais
de proteinas homdlogas tendem a se conservar porque a estrutura ancestral comum é crucial
para a manutengdo da funcéo das proteinas (HOLTJE et al., 1997).

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, no qual se esta
interessado em descobrir a orientacdo correta da chave, que proporcionard o0 encaixe mais

favoravel e efetivo. Assim, esta técnica pode ser definida como um método de otimizagé&o,
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que visa descrever a melhor posicdo de orientacdo da molécula ao seu ligante. Com esta
definicdo e ponderando-se que ambas as moléculas podem moldar-se durante a interacéo, a
analogia mdo-em-luva € mais adequada que chave-fechadura (JORGENSEN, 1991).

Dinamica Molecular (DM) é uma técnica in-silico que possibilita o entendimento da
natureza cinética da molécula alvo, cujo objetivo é descrever movimentos atbmicos em um
sistema molecular, de forma que permite reproduzir propriedades médias de sistemas liquidos
e solidos. Sua metodologia é fundamentada nos principios da Mecanica Classica e fornece
informacdes sobre o comportamento dindmico microscopico, dependente do tempo, dos
atomos individuais que compdem o sistema (BURKERT, et al. 1982).

Pela importancia mundial da cultura do arroz, conforme mencionado no inicio, e a
necessidade de estudos que contribuam para a solucao da problematica apresentada, justifica-
se a realizacdo do presente trabalho, que, lancando mao das ferramentas da bioinformatica, foi
desenvolvido com o objetivo de construir, validar e analisar em plataforma computacional,
um modelo teérico de uma proteina glutationa (OsGSTU4) de arroz (Oriza sativa) que

confere tolerancia a herbicidas a plantas.
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2 REVISAO BILBIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO ARROZ

Considerado o cereal mais importante do mundo e o alimento primario de mais da
metade da populacdo mundial, segundo dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2005), Oryza Sativa, comumente conhecido como “arroz”,
é uma planta herbéacea, de caracterisitca hidrofila, cujo processo evolutivo tem levado a sua
adaptac&o as mais variadas condigdes ambientais (ALMEIDA e BOREM, 2010).

Oryza é um género integrante da familia das gramineas (Poaceae) composto por cerca
de 20 espécies, mas apenas O. sativa, O. glaberrima (uma espécie cultivada na Africa), em
menor quantidade, e o chamado arroz selvagem (Zizania aquatica), sdo cultivares produzidas,
este ultimo encontrado em grandes lagos dos EUA, sendo entretanto geneticamente mais
préximo a aveia do que ao arroz (FAO/INPhO, 1993).

Na Tabela 1 vé-se a classificacdo botanica do arroz segundo A. Engler e A. Cronquist,

apresentada por Castro e Kluge (1999).

Tabela 1- Classificacdo do arroz pelo sistema de classificagdo botanica de Heinrich Gustav
Adolf Engler e Arthur John Cronquist

Taxonomia Engler Cronquist
Divisdo Angiospermae Magnoliophyta
Classe Monocotiledonae Liliopsida

Subclasse - Commelinidae

Ordem Graminales Cyperales
Familia Gramineae Poaceae
Género Oryza Oryza
Espécie Oryza sativa Oryza sativa

Fonte: Castro e Kluge (1999).

2.1.1 Importéancia nutricional do arroz

O arroz € uma das culturas mais importantes no mundo, sendo inclusive nomeada
como fonte primaria do layout nutricional de paises asiaticos em desenvolvimento (CHANG e
LUH, 1991; NASCIMENTO, 2008).
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Como fonte de nutricdo, o arroz pode suprir 20% da energia e 15% da proteina
necessaria diariamente para um adulto, além de fornecer vitaminas, sais minerais, fésforo,
calcio e ferro, sendo, portanto, a mais significativa fonte de energia para metade da populacéo
mundial, onde mais de 850 milhdes de pessoas em todo o mundo passam fome, com mais de
50% delas vivendo em zonas que dependem da producdo do arroz. Em detalhes, informa-se
que, no Camboja, o produto representa 73,29% da energia; para a China, 29,99%; para o
Japdo, 23,06%; na Guiné Bissau é responsavel por 42,17%; na Costa do Marfim, por 23,47%
e, no Brasil, por 12,09% (CONAB, 2012). No caso do Brasil, o arroz, juntamente com o

feijdo, constitui, tradicionalmente, o principal alimento da populacéo (IBGE, 2010).

2.1.2 Producdo e consumo do arroz

Dados publicados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2012)
revelam que o arroz é considerado o terceiro maior cerealifero cultivado no mundo, sendo
superado apenas pelo milho e o trigo.

Dados da FAO em 2012 informam ainda que o arroz é nomeadamente a oitava

mercadoria mais produzida no Brasil como (visto) se vé na Tabela 2.

Tabela 2- As dez mercadorias mais produzidas no Brasil no ano de 2012

Ordem Mercadoria Quantidade Ordem Mercadoria Quantidade
(t) (t)
01  Canade agucar 721.077.287 06 Laranjas 18.012.560
02 Milho 71.072.810 07 Carne, frango 11.588.139
03  Soja 65.848.857 08 Arroz, paddy 11.549.881
04  Leite, toda vaca 32.304.421 09 Carne, gado 9.399.963
fresco
05 Mandioca 23.044.557 10 Bananas 6.902.184

Fonte: FAOSTAT, FAO da ONU (estatistica atualizada).

A cultura do arroz é dispersa e produzida em todo o mundo, sendo que nesse
panorama produtivo o Brasil se destaca como o nono maior produtor mundial da cultura
(WANDER, 2006), caracterizando-o como um dos principais produtores do ocidente (Tabela
3). O Brasil, todavia, direciona majoritariamente sua producdo para o abastecimento do
mercado interno, o que corrobora para a independéncia das cotacOes nacionais frente o
mercado internacional (SANTOS JUNIOR, 2015).
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Tabela 3- Producéo de arroz no mundo em 2005.

Pais Tonelada Participacao (%)
China 185.454.000 30,0
india 129.000.000 20,9
Indonésia 53.984.592 8,7
Bangladesh 40.054.000 6,5
Vietnad 36.341.000 5,9
Tailandia 27.000.000 4.4
Myanmar 24.500.000 4,0
Filipinas 14.800.000 2,4
Brasil 13.140.900 2,1
Demais paises 93.666.587 15,1
Total 617.941.079 100

Fonte: FAO (2006).

O consumo per capita de arroz no Brasil chegou a alcangar patamares de 57,5
kg/hab/ano, base casca, na década de 70, mas, em 2002, esse consumo foi reduzido para cerca
de 52,5 kg/hab/ano. Essa reducédo é atribuida ao longo do tempo, a varios fatores, entre 0s
quais se destacam: a substituicdo do arroz por fontes de proteina de origem animal e a
mudanca de habito alimentar com o advento do fast food. Deve-se considerar ainda que no
Brasil ha variaces regionais na quantidade consumida (WANDER, 2006).

2.1.3 Ervas daninhas no cultivo do arroz e o uso de herbicidas

Plantas daninhas sdo consideradas o principal fator limitante no cultivo do arroz por
competirem diretamente por todos os recursos, como luz, 4gua e nutrientes, inerentes a um
desenvolvimento saudavel (ANTIGUA et al., 1990). Além disso, plantas daninhas podem
promover decréscimo na qualidade do produto colhido e dificultar a realizacdo da colheita da
cultura (CARDOSO et al., 2010; FREITAS, 2003).

A evolucdo que estas plantas tiveram com a agricultura, é marcada pela ades@o de
caracteristicas que permitiram sua coexisténcia nas culturas e até mesmo ocupando nichos
ecologicos ndo explorados pela planta cultivada. Tal processo evolutivo permitiu que as

plantas daninhas adquirissem caracteristicas biologicas de grande agressividade (GALLI,
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2005). As principais plantas daninhas distribuidas quanto a forma de plantio do arroz se
encontram na Tabela 4.

Tabela 4- Principais plantas daninhas ocorrentes em lavouras de arroz de terras altas e
varzeas no Brasil.

Ervas Daninhas Classificacdo do Sistema de

cultivo

Nome Cientifico Nome vulgar Terras Altas Varzeas
Acanthospermum australe Carrapicho-rasteiro X X
Acanthospermum hispidum  Carrapicho-de-carneiro X X
Aeschynomene spp Angiquinho X
Ageratum conyzoides Mentrasto X X
Amaranthus spp Caruru X X
Brachiaria decumbens Capim-braquiéria X X
Brachiaria plantaginea Capim-marmelada X X
Cenchrus echinatus Capim-carrapicho X X
Commelina spp Trapoeraba X X
Cynodon dactylon Grama-seda X X
Cyperus rotundus Tiririca X X
Digitaria horinzontalis Capim-colchdo X X
Eleusine indica Capim-pé-de-galinha X X
Emilia sonchifolia Falsa-serralha X X
Euphorbia heterophylla Leiteira X X
Ipomoea spp Corda-de-viola X X
Ludwigia longifolia Cruz-de-malta X
Ludwigia octovalvis Cruz-de-malta X
Nicandra physaloides Joa-de-capote X X
Pennisetum setosum Capim-custodio X

Portulaca oleracea Beldroega X X
Richardia brasiliensis Poaia-branca X X

Fonte: Adaptado de Cobucci (2006).

Na cultura do arroz, sabe-se que por muito tempo nédo foi tratado como relevante o
controle de plantas daninhas, por ser uma cultura de areas abertas, livres de invasoras,
situagdo em que nenhuma medida de controle torna-se necessaria. Entretanto, é reconhecido

gue ha caréncia de tecnologias e produtos voltados para o controle de plantas daninhas em



arroz, em rotacdo com culturas comerciais como, por exemplo, soja e milho, problema que,
somado a baixa capacidade de competicdo do arroz com plantas daninhas, constitui um dos
principais obstaculos para a introducdo dessa cultura em sistemas agricolas ja instalados ha
varias safras de grdos em solos corrigidos (COBUCCI, 2006).

O manejo de plantas daninhas pode ser feito de forma direta, na qual as atividades s&o
direcionadas a eliminagdo das plantas daninhas por métodos quimicos, mecanicos, manuais e
bioldgicos, sendo na monocultura do arroz o controle quimico a forma mais importante de
manejo de plantas daninhas, onde sdo aplicados mdaltiplos herbicidas na area cultivada
(COBUCCI, 2006). Os principais herbicidas aplicados na cultura do arroz estéo relacionados
na Tabela 5.

Tabela 5- Principais herbicidas registrados para o controle de plantas daninhas na cultura do
arroz, destacando-se os herbicidas a serem explorados nesse trabalho (Bentazon e
Metsulfuron).

Nome técnico (nome comercial) Plantas controladas
Oxadiazon (Ronstar 250BR) (Ronstar SC) Gramineas e algumas folhas largas
Pendimethalin (Herbadox 500CE) Gramineas e algumas folhas largas
Oxyfluorfen (Goal BR) Gramineas e algumas folhas largas
2,4-D (varios) Folhas largas
Bentazon (Basagran) Folhas largas
Fenoxaprop-p-ethyl (Starice) (Whip S) Gramineas
Trifluralin (Premerlin 600 CE) Gramineas
Clomazone (Gamit 500 CE) Algumas gramineas e folhas largas
Metsulfuron (Ally) Folhas largas
Clefoxydim (Aura) Gramineas
Cyhalofop-butyl (Clincher) Gramineas
Ethoxysulfuron (Gladium) Ciperaceas

Fonte: Adaptado de Cobucci (2006).

Nesta forma de manejo, devido a fitotoxicidade dos compostos utilizados, o0s
herbicidas atingem também a cultura. Em um experimento conduzido para avaliacdo do efeito
do herbicida glifosato (glyphosate), um agente de amplo espectro e comumente utilizado em
monoculturas de arroz revelou diversos efeitos contraproducentes, tais como: diminuicdo da
altura, nimero de filhos aférteis, e perdas de grdos de até 63% em O. sativa (FERREIRA et

al., 2006). Além dos agravos causados pelo glifosato, outros fatores de natureza biédtica ou
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abidtica, associados ao estresse, levam a producdo de radicais livres, essencialmente as
espécies reativas do oxigénio. Esses radicais sdo responsaveis por danos possivelmente
irreversiveis, em componentes celulares, caracterizando estresse oxidativo (CHAGAS R. M.,
2007).

Segundo Oliveira (2011), os principais mecanismos de atuacdo dos herbicidas
remetem-se a: mimetizadores da auxina, inibidores de fotossintese, inibidores de divisdo
celular, inibidores da PROTOX, inibidores da sintese de carotenoides, inibidores da sintese de
lipideos e inibidores da sintese de aminoéacidos.

Tendo em vista 0s mecanismos de atuacdo previamente descritos, 0s herbicidas
abordados nesse trabalho pertencem as classes, “inibidores de fotossintese” e “inibidores de

sintese de aminoacidos”.

2.1.4 Bentazon/Basagran®

O Bentazon é um herbicida da classe das benzotiazinonas, de efeito localizado, que,
apos absorvido, interfere na fotossintese sendo, portanto, um inibidor da fotossintese do
fotossistema 11, incidindo na paralisacdo da sintese de carboidratos nas areas foliares que
receberam tratamento, podendo ocasionalmente acarretar na morte das plantas, principalmente
quando estas se encontram em fase inicial de desenvolvimento.

Algumas espécies apresentam resisténcia a este herbicida, a exemplo das gramineas,
leguminosas e algumas outras espécies, apresentando capacidade de fixar ou mesmo desativar
0 produto absorvido, podendo apresentar alguns sintomas de fitotoxicidade no inicio do
tratamento, como amarelecimento e necrose das folhas, mas retomando seu desenvolvimento
normal ap6s o processo de desativacdo do produto, sem qualquer incidéncia negativa sobre o
carater produtividade das plantas. Em contraposto, ndo participam desta classe de resisténcia,
apresentando  suscetibilidade, muitas espécies ciperaceas, algumas espécies de
monocotiledoneas e muitas dicotiledoneas (BASF SE, s.a).

2.1.4.1 Inibidores do Fotossistema Il

Estes compostos possuem acdo seletiva e atuam inibindo a evolucdo do oxigénio
através da presenca de agua nos cloroplastos e um aceptor de elétrons adequado, sendo
conhecidos por tal propriedade como inibidores da sintese de Hill, visto que impedem a

fotolise da agua. Amplamente utilizados em diversas culturas, estes inibidores constituem
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desde sua descoberta na década de 50 até hoje, um dos grupos de herbicidas de mais
acentuada importancia. O atrazine, por exemplo, foi introduzido na década de 60 e apresentou
um efeito demasiadamente positivo na producdo de milho, tornando possivel o controle de
folhas largas nesta cultura com alta confiabilidade.

O mecanismo de a¢do dos inibidores de fotossintese consiste na remocao ou inativacao
de carregadores intermediadores do processo de transporte de elétrons (OLIVEIRA, 2011),

sendo por tal motivo, considerados inibidores do transporte de elétrons (BALKE, 1985).

2.1.4.2 Modo de acao dos inibidores do fotossistema 11

O mecanismo inibitorio da fotossintese resulta no bloqueio do transporte de elétrons

entre QA e QB como mostra a Figura 1.

Figura 1- Visualizacdo dos sitios de ligagcdo do bentazon (inibidore do fotossistema Il) ao
complexo protéico QB na membrana dos cloroplastos.
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2011) apud Gressel (1985).

O bloqueio mencionado se da através da ligagdo dos herbicidas ao sitio ativo da QB,
na proteina D1 pertencente ao fotossistema 11, com localizagdo nas membranas dos tilacoides
dos cloroplastos. Esse processo interrompe a fixagdo de CO: e interfere na producdo de
elementos indispensaveis ao crescimento das plantas, como ATP e NADPH2, no entanto, a

morte das plantas geralmente ocorre por outros fatores (OLIVEIRA, 2011).



25

Inicialmente, os primeiros trabalhos consideraram que as plantas eram induzidas a
morte pelo processo de inani¢do, que seria ocasionado pela inibicdo da reacdo luminosa da
fotossintese. Posteriormente, constatou-se que as plantas morrem mais rapido na presenca do
que na auséncia de luz, evidenciando que o herbicida promove algo além da inibicdo da
fotossintese. Nesse sentido, sugeriu-se que a clorose foliar demonstrada apds o tratamento
correspondesse a um processo peroxidativo de lipideos, visto que a oxidacao dessas moléculas
acarreta no rompimento de membranas, que por sua vez incide na desidratacdo e
desintegracdo de células e organelas. Devido sua propriedade autocatalitica, a peroxidacao de
lipideos se dissemina rapidamente para outros lipidios presentes na constituicdo de
membranas, assim como cloroplastos e outras estruturas celulares, promovendo a destruicéo
destas membranas e a perda de clorofila (BARTELS, 1985).

A interrupcdo do fluxo de elétrons no fotossistema Il promove uma significativa
elevacdo do estado energético da clorofila, resultando em um estado denominado triplet, que
acarreta em uma sobrecarga do efeito de atenuagdo de energia oriundo dos pigmentos
carotenoides e caracteriza o0 processo de peroxidacdo. Segundo Dan Hess (1994), a
peroxidacdo de lipidios devido ao excesso de clorofila triplet pode ocorrer através de dois
mecanismos, quais sejam: formacg&o direta de radicais lipidicos em moléculas insaturadas de
acidos graxos constituintes das membranas ou producdo de oxigénio singlet através da reacao
da clorofila triplet com oxigénio. Em ambos o0s casos, 0 processo de peroxidacdo ird

corroborar com danos as membranas celulares.

2.1.5 Metsulfuron/Ally®

O herbicida metsulfuron pertencente ao grupo das sulfoniluréias e atua sobre a enzima
acetolactato sintase (ALS), consequentemente inibindo a sintese dos aminoacidos leucina,
vanila e isoleucina, interferindo por sua vez na sintese de proteinas e induzindo a morte da
planta por interferir na divisdo celular. Dentre suas propriedades relata-se que Ally possui
acdo sistémica e é rapidamente absorvido por toda planta, além de apresentar seletividade
para as culturas para qual é recomendado seu uso (DU PONT AGRICULTURAL CARIBE
INDUSTRIES, 2014).

2.1.5.1 Caracteristicas gerais do metsulfuron
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A empresa quimica americana Dupont® é a reponsavel pela descoberta da familia das
sulfoniluréias. Este grupo de herbicidas sdo muito relevantes por apresentarem niveis de
atividade consideraveis em doses baixas de aplicacdo e o primeiro produto comercial foi
desenvolvido em 1981, o chlorsulfuron, no entanto ressalta-se que este ndo possuia registro
para utilizacdo no Brasil. A translocacdo das moléculas deste grupo pode ocorrer via
apoplasto e simplasto, sendo estas ativas tanto via folhas quanto solo e as interagdes entre as
culturas e plantas daninhas promovem a ocorréncia de diferentes especificidades dos
produtos, no que se refere a seletividade, época de aplicacdo e também culturas nas quais sua
utilizacdo é recomendada (OLIVEIRA, 2011).

2.1.5.2 Mecanismo de acao das sulfoniluréias

Como ja& mencionado, o grupo das sulfoniluréias atua inibindo a acdo da enzima
acetolactato sintase, como mostra a Figura 2, interrompendo a sintese de aminoacidos

importantes.

Figura 2- Visualizacdo das rotas de sintese de aminoacidos, esquematizando a interrupcao
(indicado pelo “X” vermelho) da rota do ALS (acetolactato sintase), ocasionada pelas
sulfoniluraias.
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Fonte: Adaptado de Vargas et al (1999).

Em plantas suscetiveis, a absor¢cdo deste herbicida resulta inicialmente na paralisacéo
do crescimento, devido a rapida translocacdo das moléculas deste grupo para 0s meristemas e

apices e, posteriormente, a morte € inevitavel, considerando-se impossibilidade da biossintese
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de aminoécidos essenciais a planta. Este mecanismo de acdo, baseado na inibigdo de ALS é
elucidado em trabalhos realizados e publicados por Schloss (1990) e Durner et al (1991).

2.2 A GLUTATIONA S-TRANSFERASE E SEU PAPEL NA DESINTOXICACAO

As Glutationa S-transferarases (GSTs) denotam uma superfamilia de proteinas
cataliticas e ligantes que estdo presentes em quase todos 0s seres vivos, estando distribuidas
em uma grande diversidade de organismos aerobicos, que vdo de bactérias a humanos
(FROVA, 2003, 2006). Elas estdo envolvidas em diversos processos bioldgicos,
apresentando, por sua vez, relevante importancia na manutencdo da homeostase celular
(FREITAS et al, 2008).

As GSTs geralmente se encontram no meio biolégico como homo ou heterodimeros,
havendo a posiilidade da existéncia de complexos, apresentando em geral dois sitios ativos
por dimero os quais exprimem atividades independentes uma da outra. Cada sitio ativo
consiste no minimo de dois sitios de ligacdo, um para a glutationa GSH (Figura 3) que €
muito especifico para este tripeptideo, e outro sitio de ligacdo que apresenta uma menor
especificidade para os eletrofilos (DANIELSON, 1985).

Figura 3- Esquematizacdo quimica da GSH.

ligagdo peptidica vy
b

Co; 'y O
L "N .
HEHWW xtﬂxﬁﬁxﬂﬂz
© SH

GSH
Glutationa, y-L-glutamil-L-cisteinilglicina

Fonte: Adaptado de Huber et al. (2007).

Os substratos (eletrdfilos) mais comuns das glutationa transferases incluem: haletos de
alquila, epoxidos, compostos o,B-insaturados (como quinonas, iminoquinonas, aldeidos,
cetonas, lactonas e ésteres), haletos de arila e nitro aromaticos (KEEN, 1978 e SHEEHAN,

2001). No Quadro 1 podem ser vistos 0s substratos mais comuns.
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Quadro 1- Lista de substratos mais comuns das glutationas transferases.

Epdxidos, 6xidos " "
Haleto de Alquila R—N ou éteres de cadeia \ /
fechada Y
O
I
Nitro aromaticos So Quinonas
)I]J\HAC /0
Iminoquinonas I Aldeido H—C\
5 R
0 o]
Cetona / Lactona B2
R—C 0
L 1
ﬁ O-
X
Esteres R ¢—_o—_pg Haletode Arila

Fonte: Adaptado de Ruest (1988); Ricardo (2012); Huber (2008); Solomons (1986); Ricardo A.J. et al. (2012).

Sua biossintese ocorre no meio intracelular através da atuacdo de duas enzimas que
fazem a ligacdo peptidica entre os aminoacidos envolvidos, dividida em duas etapas, na
seguinte ordem: primeiramente a biossintese, que se inicia com a catalisacdo da ligacdo
peptidica dos aminoacidos acido glutdmico e cisteina, feita pela enzima y-glutamilcisteina
sintetase; logo apds, este dipeptideo liga-se a glicina pela reacdo da enzima glutationa
sintetase, conforme mostra a Figura 4 (HUBER et al., 2007)

Figura 4- Esquematizacdo da biossintese da Glutationa
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Fonte: Adaptacdo de Huber et al. (2007).
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Muitas funcGes destas enzimas ja foram descritas na literatura, correspondentes a sua
forma de atuacdo nos diferentes organismos em que estdo dispostas. Tais relatos
correspondem principalmente aos seguintes aspectos: tolerancia ao estresse oxidativo
(KAMPRANIS, 2000); transporte de produtos secundérios toxicos (MUELLER et al., 2000);
sinalizacdo da célula durante respostas a a estresse (LOYALL et al., 2000) e tolerancia a
herbicidas (RANSON; PRAPANTHADARA; HEMINGWAY, 1997).

As enzimas GSTs apresentam um espectro amplo de especificidade, acarretando em
sua efetiva propriedade de metabolizacdo de diversos componentes toxicos, tanto de carater
hidrofobico quanto hidrofilico, caracterizando-as como as principais proteinas da fase Il do
processo de detoxificacdo, no qual participam ativamente do metabolismo de compostos de
origem enddgena ou exdgena (ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005).

Edwards et al (2005), evidenciaram que a enzima GST estd associada & acentuada
tolerancia de diversas culturas aos efeitos danosos de herbicidas, atuando na promoc¢édo da
resisténcia de, principalmente, gramineas a estes produtos quimicos. O processo metabdlico
de desintoxicacdo das plantas, em algumas culturas, é ativado pela enzima como uma resposta
direta a atuagdo dos herbicidas.

De forma geral, o processo de detoxificacdo consiste inicialmente na reagdo
catabolica, promovida pela glutationa S-transferase, de transferéncia do tripeptideo glutationa
na forma reduzida (GSH) para substratos toxicos, resultando em compostos solUveis e menos

toxicos a célula, que em seguida sdo transportados para o vactolo (MARRS, 1996).

2.3 HOMOLOGIA E PREDICAO ESTRUTURAL POR MEIO DE HOMOLOGIA

O mecanismo evolutivo de duplicacdo de genes, associado as mutacfes, leva a
diferenciacdo de moléculas e, consequentemente, a formacdo de familias de proteinas
evolutivamente relacionadas com semelhanca estrutural. Nesse contexto, proteinas derivadas
de um ancestral comum séo ditas homoélogas (HOLTJE et al., 1997).

Em funcdo da quantidade de mutagdes ocorridas no decorrer dessa evolucdo, as
sequéncias de aminoacidos de proteinas homoélogas podem ser idénticas, semelhantes ou
diferentes e, consequentemente, a semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos em
proteinas homologas, expressa pelo percentual de identidade, € menos preservada do que a

semelhanca de estruturas tridimensionais. Pode-se, portanto, concluir que as estruturas
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tridimensionais de proteinas homologas tendem a se conservar porque a estrutura ancestral
comum é crucial para a manutencéo da funcéo das proteinas (HOLTJE et al., 1997).

A conservacdo de residuos em proteinas homologas é um fenémeno notavel.
Sequéncias de residuos de aminoacidos de proteinas com cerca de 30% de identidade
(apenas), podem ter sobreposicdo das cadeias principais de Otima qualidade (“"protein
backbone"), com desvios de minimos quadrados ("rmsd") da ordem de 2 A, comparaveis aos
valores de "rmsd” da ordem de 0,7 A encontrados em proteinas idénticas em diferentes
formas cristalinas (CHOTHIA et al.,, 1986) e da ordem da resolucdo da estrutura
cristalogréafica de muitas das proteinas que estdo disponiveis no PDB, o principal banco de
dados de estruturas terciarias de proteinas (SANTOS FILHO et al., 2003). As estruturas
terciarias de proteinas estdo profundamente relacionadas a funcdo das moléculas, de forma
que, sua determinacdo é parte fundamental no estudo das proteinas (SOUZA, 2008).

E importante enfatizar que a conservacéo da estrutura terciaria de proteinas homologas
ndo ¢ um fendmeno intrinseco das proteinas, mas sim uma consequéncia da evolucdo, regida
por restricdes funcionais, o que levaria, por exemplo, a mudanca randémica de 70% dos
aminoacidos constituintes de uma proteina certamente a uma mudanca conformacional e
possivel perda da funcdo (BENNER et al., 1997).

A Modelagem Molecular caracteriza-se como uma importante e necessaria ferramenta
para a compreensdo da quimica, oferecendo recursos que permitem investigar, interpretar,
explicar, descobrir e disseminar novos fendmenos desta ciéncia. O software atualmente
disponivel para execucdo desta ferramenta denota facilidade de utilizacdo, entretanto, tal fato
ndo implica que um usuario sem embasamento tedrico e pratico adequado na area conseguira
executd-lo de forma efetiva, visto que a obtencdo do modelo correto, assim como uma
interpretacdo apropriada do mesmo, remete eminente dificuldade (NADENDLA, 2004).

De forma geral e sindptica, a Modelagem Molecular descreve o emprego de
computadores na constru¢cdo de moléculas, concomitantemente com a predicdo de suas
caracteristicas quimicas e do seu comportamento, através da execuc¢do de uma variedade de
calculos. Esta concepcdo genérica comumente acarreta na utilizacdo deste termo como
sinbnimo da Quimica Computacional, no entanto, este dltimo detém uma utilizacdo mais
ampla e remete-se a qualquer utilizacdo de computadores para o estudo de sistemas quimicos
(NADENDLA, 2004).

Esta importante ferramenta da bioinforméatica possui disseminada aplicacdo,
principalmente nos campos da quimica computacional, ciéncia dos materiais e biologia, sendo

empregada para analise computacional de sistemas moleculares, sejam estes pequenos ou
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grandes, conforme os sistemas quimicos. As efetua¢fes dos célculos mais simples poderiam
ser de forma manual, mas € evidente que para modelagem molecular de qualquer sistema de
tamanho razodavel, a utilizacdo de computadores € imprescindivel. Em contraposto a quimica
quéantica, que permite a descricdo dos sistemas moleculares em nivel de elétrons, a
Modelagem Molecular limita-se a descricdo do nivel atomistico destes sistemas, que por sua
vez implica em reducéo da complexidade dos mesmos, consequentemente permitindo que um
numero maior de particulas seja considerado durante as simulacdes (MUKESH; RAKESH,
2011).

A elucidacdo estrutural tridimensional (3D) de proteinas em seu estado terciério, pode
ser feita por meio de métodos experimentais convencionais, como cristalografia de raio-x e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), entretanto esses métodos possuem
limitacGes técnicas. A Bioinformatica apresenta ferramentas alternativas para que estruturas
protéicas possam ser preditas por meio de homologia entre a sequéncia alvo de interesse e
sequéncias protéicas com estruturas terciarias conhecidas que servirdo de modelos (template)
(SOUZA, 2008).

2.4 DOCKING MOLECULAR

Uma vez concebidas as estruturas de determinada proteina e de seu respectivo ligante,
o docking molecular ¢ utilizado como instrumento de predicdo estrutural do complexo final,
resultante da ligacdo proteina-ligante (Figura 5). O maior desafio para esta ferramenta é o
estabelecimento de uma estrutura geometricamente préxima ao complexo nativo, cuja ligagdo
apresente termodindmica estavel, de modo que o programa faz uso de célculos heuristicos,
objetivando tornar o problema solucionavel dentro de um prazo razoavel. Assim, o docking
molecular detém como propdsito estabelecer premissas corretas e simplificacGes aceitaveis,
que fornecam uma predicdo adequada e precisa de um modelo para interacdo proteina-ligante
em estudo (ABRAHAM, 1998).

Figura 5- Formacdo Complexo Proteina- Ligante.

" Q _

Proteina Receptora Pequena Molécula Ligante Complexo Ligado

Fonte: Adaptado de Mukesh e Rakesh (2011).
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Na esfera da modelagem molecular, o docking caracteriza-se, conceitualmente, como
um método que possibilita o prenuncio da orientacdo espacial mais propicia de uma molécula
durante a interacdo com seu respectivo ligante, para obtencdo de um complexo estavel. Tal
conhecimento, por sua vez, permite prever a resisténcia da associacdo, revelando a afinidade
apresentada entre as duas moléculas. As associacfes entre biomoléculas importantes, assim
como proteinas, &cidos nucléicos, lipidios, entre outros, denotam um papel critico durante a
transducdo de sinal e é evidente que a orientacdo da interacdo entre estas moléculas com seus
concernentes ligantes podem resultar em alteracbes no tipo de sinal produzido. Em
concordancia com o relatado, torna-se nitido que a utilizagcdo do docking molecular permite
predizer tanto a forca da ligagdo do complexo, quanto o tipo de sinal que sera produzido
(MUKESH e RAKESH, 2011).

Segundo Jorgensen (1991), o docking molecular pode ser comparado analogamente a
um esquema de chave fechadura, 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 otimizacdo, que visa descrever a melhor posicdo de orientagédo
da molécula ao seu ligante. Entretanto, ponderando-se que ambas as moléculas podem
moldar-se durante a interacdo, a analogia mao-em-luva é mais adequada que chave-fechadura.

A ferramenta de Docking molecular foi desenvolvida com o intento de obter estruturas
que predigam a geometria mais favoravel de interacdo durante a formacdo do complexo
ligante-receptor, sendo que tal fator esta intimamente relacionado a minima energia de
interacdo. Desta forma, ela permite analisar esta caracteristica através de diferentes fungdes
que pontuam a avaliacdo eletrostatica da vizinhanca, soma de choques estéricos, além de
outros parametros de campo de forca, calculando a energia das conformaces e interacdes,
através de métodos que abrangem desde mecénica quantica até outras funcdes totalmente
empiricas. Este instrumento dispbe de varios compostos para aquisicdo do complexo com
melhor geometria e segundo Mukesh e Rakesh (2011), de forma geral, o acoplamento dos

compostos pode ocorrer basicamente de trés formas, conforme se enumera a seguir:

» Docking Rigido = A geometria mais favoravel de ligacdo é encontrada mantendo-se a
rigidez de ambos 0s compostos, ou seja, sem a necessidade de alteracGes estruturais
em alguma das moléculas;

» Docking Semirigido/Semiflexivel = O sitio ativo do receptor ndo sofre alteragdes, no
entanto, o ligante € modificado através de tor¢des internas, ocasionadas pelas forgas de

interacao
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= Docking Flexivel = Tanto o ligante quanto o sitio ativo do receptor sofrem

modificagOes estruturais para obtencdo de uma geometria mais favoravel,

A simulacdo do processo de docking é consideravelmente complexa. Sucintamente, o
procedimento consiste em posicionar o ligante e seu receptor separados por certa distancia
fisica e, por conseguinte, provocar certo nimero de movimentos como translac@es, rotacdes e
alteracdes na estrutura interna, assim como rotac6es de angulo de tor¢éo, sdo provocados para
incorporar transformacfes no corpo rigido das moléculas. Os movimentos promovidos
acarretam em custo energético, que infere na energia total do sistema, requerendo, por sua
vez, serem calculados ao término do processo. As nitidas vantagens do método remetem-se a
relativa facilidade, quando comparado a outras técnicas, em incorporar flexibilidade ao ligante
durante a modelagem. Além disto, o processo imita muito bem o que acontece na realidade
quando o ligante e o receptor se aproximam apds o reconhecimento molecular. Em
contraposto, a desvantagem pertinente desta técnica € o tempo requerido para avaliar a
ligacdo, visto que necessita explorar o panorama energético, no entanto este problema ja vém
sendo contornado por métodos de otimizacdo (MUKESH e RAKESH, 2011).

2.5 DINAMICA MOLECULAR

Simulacdo de Dinamica Molecular (DM) é uma das técnicas computacionais mais
versateis para o estudo de macromoléculas bioldgicas (HANSSON et al., 2002; KARPLUS et
al., 2002; NORBERG et al., 2003; ALONSO et al., 2006).

A metodologia da DM é fundamentada nos principios da Mecénica Classica e fornece
informacBes sobre o comportamento dindmico microscopico, dependente do tempo, dos
atomos individuais que compdem o sistema (BURKERT, et al. 1982; HOLTJE, et al. 2003).

Segundo Leach, (1991), a metodologia da dindmica molecular (DM) consegue
descrever movimentos atbmicos em um sistema molecular e permite reproduzir propriedades
médias de sistemas liquidos e sélidos.

Com base na Mecénica Molecular (MM), as moléculas séo tratadas como uma colegéo
de atomos que pode ser descrita por forcas newtonianas, ou seja, sdo tratadas como uma
colecdo de particulas mantidas unidas por forcas harmdnicas ou elasticas. Um conjunto
completo dos potenciais de intera¢do entre as particulas é referido como “campo de forga”

(BROOKS 11l et al, 1988; GUNSTEREN et al, 1990). Para a promogdo de calculos de
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movimentos de um sistema de “N” atomos em func¢do do tempo. A forga ¢ entdo obtida a

partir da derivacdo da energia potencial, conforme se mostra a seguir:

dV(TOTAL) (1.0)
T

F =

Ondei=1...N, é o indice dos N a&tomos no sistema.

Conhecendo-se, portanto, a forca e a massa mi é possivel calcular a sua aceleragéo a,

usando a segunda Lei de Newton, apresentada a seguir:

Fi = mi.ai, (2.0)

Onde a aceleracdo a é definida como a derivada da velocidade em funcéo do tempo, ou seja:

dVi (3.0)

Por sua vez, a velocidade é dada pela derivada do deslocamento (posicdo) em relacdo
ao tempo, como se mostra a seguir:

_dFi (4.0)
Vi = E

Onde 7°i designa a posicdo do atomo i.

Considerando as definicdes de velocidade e aceleracdo demostradas acima, pode-se
deduzir a equacdo da forca, em que a aceleracdo é dada pela derivada segunda do
deslocamento em relacédo ao tempo, da seguinte forma:

=. 0% (5.0)
Fi=mi P

As solucgbes das equacgdes de movimentos da dinamica molecular cléssica precisam de
utilizacdo de campos de forcas, que consistem de um conjunto de parametros que descrevem
as forcas atuantes nos &tomos da molécula em questdo. Um campo de forga empirico tal como
é conhecido como uma fungéo energia potencial, permite que a energia potencial total do
sistema seja calculada a partir da estrutura tridimensional (3D) do sistema. O campo de forgas
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é descrito como a soma de varios termos de energia e geralmente abrange a energia potencial
dos termos para atomos ligados (comprimentos e angulos de ligagdo, angulos diedros) e dos
termos para atomos néo ligados (interacdes de van der Waals e de Coulomb). A representacédo

dos termos dos campos de forca sdo expressos na Figura 6.

Figura 6- Representacao dos termos dos campos de forcas utilizados em dinamica molecular
classica. Em (a): energia potencial da distancia de ligacdo, (b): energia potencial das flexdes
angulares, (c): energia potencial das torsdes, (d): interagdes ndo-ligantes.

Fonte: MAIA (2013).

Este campo de forgas € descrito pela seguinte equacao:

Ecr = EB + E0 + Ew + Eg + Evdw + Eel + Eacl (5.0)

Onde,

Ef = Termo da energia potencial de ligacao.

E0 = Termo da energia potencial angular.

Ew=Termo da energia potencial dos diedros impréprios.
Egp= Termo da energia potencial torsional.

Evdw = Termo da energia potencial de van der Waals.
Eel= Termo da energia potencial eletrostatica.

Eacl = Termo de acoplamento entre os potenciais dos atomos ligados.
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Detalhando todos os termos, respectivamente a equacao pode ser descrita da seguinte forma:

N N
Ecr = 1/2 2 kﬁn (rn — TOTL)Z + 1/2 Z kon (en - eon)z
n=1 n=1

N
+ 1/2 Z kwn (wn - won)z

N
Bl]
[1+ cos(m, @, —5,)] + —> — —¢

n=1 n<1
N
qlq] (6.0)

dee, 1;
=1 olij
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3 METODOLOGIA

3.1 CONSTRUCAO DO MODELO TRIDIMENSIONAL

Inicialmente obteve-se a sequéncia primaria da OsGSTU4 foi obtida na base de dados
do NCBI (n° de acesso: AAQ02686.1).

Na sequéncia, féz-se um alinhamento local contra a base de dados do PDB (Protein
Data Bank, http://www.rcsb.org/) através do algoritmo de alinhamento local “BLAST” (Basic
Local Aligment Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), obtendo-se a sequéncia AtGSTU4
(PDB ID: 1GWC) (THOM, 2002) que foi utilizada como template, por apresentar alta
identidade (56%) e similaridade (71%) e boa resolucdo (2.25A).

As coordenadas atdmicas do template foram salvas em arquivo PDB e utilizou-se a
ferramenta Automated Mode do servidor SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/)
para geracdo do modelo (ARNOLD et al, 2006; KIEFER et al 2009).

3.2 REFINAMENTO E VALIDACAO DO MODELO

Para a validacdo do modelo foram analisados os Diaramas de Ramachandran, que
foram obtidos através do programa PROCHECK (LASKOWSKI et al, 1993; LASKOWSKI
et al 1996) para verificar a qualidade estereoquimica da estrutura. Foi calculado valores para o
ANOLEA (MELO, 1998) e 0o GROMOS (http://www.gromos.net/).

O ANOLEA avalia a qualidade de estruturas de proteinas com uma energia de
interacdo atbmica ndo-local. O processo é feito por meio da analise de ambiente dos 4&tomos
pesados por meio de calculos de energia, sendo possivel zonear regides de alta energia na
proteina, as quais estdo relacionadas a erros pontuais ou regides de interacdo. O ANOLEA
sumariza os resultados, quantificando aminoacidos situados em zonas de maior energia (em
namero e porcentagem) e identificando quais sdo eles (MELO et al, 1998).

O programa GROMOS (GRONIGEN MOLECULAR SIMULATION descreve no
eixo Y a representacdo do campo de forcas empiricos para cada aminoacido da cadeia de
proteinas (VAN GUNSTEREN et al, 1996).

A visualizagdo da molécula modelada foi através do VMD - Visual Molecular

Dynamics (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).
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O modelo validado e refinado teve sua estrutura depositada no PMDB-- Protein Model
DataBase (https://bioinformatics.cineca.ittPMDB/) e encontra-se disponivel para acesso
publico através do codigo PM0079277.

3.3 DOCKING MOLECULAR

3.3.1 Mineracéo e preparacao dos ligantes e da estrutura do receptor

A estrutura dos ligantes herbicidas (Quadro 2) foram obtidas na base de dados de

pequenas moléculas ZINC database (http://zinc.docking.org/) em arquivos .mol2.

Quadro 2- Moléculas ligantes utilizadas no experimento de docking molecular.

Herbicida Estrutura Cadigo de acesso
Bentazone q ZINC05442053
N/
= \5/;-_:0
|
e M \rm
OH Me

Metsulfuron

Ma il
\|4 YM ZINC01532069

Fonte: Zinc database (http://zinc.docking.org/)

Os arquivos arquivos .mol2 foram convertidos para .pdbgt no Autodock 1.5.6
(https://www.chpc.utah.edu/documentation/software/autodock.php), tiveram 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 foi
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adicionado hidrogénios e parametros de carga Kollman (WEINER et al. 1984). A glutationa
foi tratada como co-fator.

3.3.2 Simulacgéo de docking

Os célculos de docking rodaram no programa  Autodock 1.5.6
(https://www.chpc.utah.edu/documentation/software/autodock.php) e as simulagbes foram
realizadas atraves 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, combinacgdes que
resultem em solugdes representativas para um problema pré-determinado, encontradas a partir
de principios de genética, selecdo natural e evolucdo (MORRIS, 1998).

Neste trabalho, o LGA foi usado em conjunto com o método de Goodford, permitindo,
ao mesmo tempo, realizar a amostragem do espaco configuracional do ligante e efetuaro
calculo da energia de interacao atémica do receptor e do ligante (GOODFORD, 1985).

Neste ambito, a iniciacdo é dada por meio de uma populacdo inicial, em que cada
individuo é constituido por uma conformacdo especifica. Com o objetivo de conduzir a
selecdo, existem funcbes de avaliagdo sobre a populagdo 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 recombinacao e mutacao.

Este processo da inicio a uma segunda geracdo de individuos e, dessa forma, pelas
geracOes seguintes, o ciclo se repete sucessivas vezes, promovendo a simulacdo de um longo
tempo evolucionario, tal que os individuos mais aptos resultantes terminam por compor a
solugéo do problema (MORRIS, 2009).

Se comparado a métodos usados tradicionalmente em buscas conformacionais, como o
“Simulated Annealing” e o “Monte Carlo”, o algoritmo genético permite convergéncia com
maior celeridade e eficiéncia entre coordenadas iniciais do ligante, escolhidas

randomicamente, e coordenadas cristalograficas.



40

Nesta metodologia h& 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 espacgados, 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 ligacGes de hidrogénio. Portanto, por definicéo,
entende-se que os grids sdo descritores tridimensionais da posi¢do 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 simulac6es foram os seguintes: 10.000 réplicas, analises de
energia a cada 1.500.000 e 27.000 geragOes, tamanho populacional de 150 e taxas de mutacao
e crossing-over de 0,02 e 0,08 respectivamente. Foram geradas 10 conformacdes que foram
ranqueadas com base na  menor energia e analisadas no VMD

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

3.4 ANALISE DE MODOS NORMAIS

As coordenadas atdbmicas da OsGSTU4 foram obtidas a partir do modelo construido
neste trabalho. Para a analise de modos normais (NMA-Normal Modes Analisys) foi utilizado

o servidor Elnemo (http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/) para a identificacio de

potenciais mudangas conformacionais na enzima (TIRION, 1996). Normal mode analysis
(NMA) é um método eficiente, simples (Friendly User) e rapido para célculo de vibracao e
flexibilidade de uma proteina. Geralmente 0 NMA fixa somente dtomos Ca, de forma que o
restante dos atomos ¢ modelado como massas pontuais ligadas por “molas”, que representam
0s campos de forga interatdmicas.

Um tipo particular de NMA é o modelo de rede elastica. Neste modelo, as molas que
ligam cada no6 para todos os outros nos vizinhos sdo de igual forca, e apenas os pares de
atomos dentro de uma distancia de corte sdo considerados (ALEXANDROV, 2015).

Todas as técnicas de NMA tém limitacbes comuns, resultantes da utilizacdo da

aproximacdo harménica, deve-se a negligéncia do relaxamento do solvente, e a auséncia de


http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/
http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/refs.html
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informacdes sobre barreiras energéticas e minimos multiplos na superficie energia potencial
(ELBER e KARPLUS, 1987; FRAUENFELDER et al. 1988; HONG et al. 1990).

As coordenadas atdmicas da OsGSTU4 foram obtidas a partir do modelo construido
neste trabalho. Para a analise de modos normais (NMA-Normal Modes Analisys) foi utilizado

o servidor Elnemo (http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/) para a identificacio de

potenciais mudangas conformacionais na enzima (TIRION, 1996). O NMA Normal mode
analysis (NMA) é um método eficiente, simples (Friendly User) e rapido para calculo de
vibracéo e flexibilidade de uma proteina. Geralmente 0 NMA fixa somente atomos Ca, de
forma que o restante dos atomos é modelado (s@o modeladas) como massas pontuais ligadas
por “molas”, que representam 0s campos de forca interatdmicas.

Um tipo particular de NMA é o modelo de rede elastica. Neste modelo, as molas que
ligam cada n6 para todos os outros nos vizinhos sdo de igual forca, e apenas os pares de
atomos dentro de uma distancia de corte sdo considerados (ALEXANDROV, 2015). Todas as
técnicas de NMA tém limitagBes comuns existentes resultantes da utilizacdo da aproximacéo
harmonica, deve-se a negligéncia do relaxamento do solvente , e a auséncia de informacgoes
sobre barreiras energéticas e minimos multiplos na superficie energia potencial (ELBER E
KARPLUS 1987; FRAUENFELDER et al. 1988; HONG et al. 1990).

3.5 SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

O sistema foi construido em uma caixa cubica de 10,0 x 10,0 10,0 nm3 e solvatado
através da adicdo de moleculas de solvente explicito (modelo SPC). A carga geral do sistema
foi neutralizada com a adicdo de ions. Antes da simulacdo, o sistema foi submetido a uma
minimizacdo de energia, onde foi utilizado o algoritmo steepest descendent que utiliza a
derivada primeira para determinacdo da direcdo para o minimo (ARFKEN, 1985; MORSE;
FESHBACH, 1953). O campo de forcas GROMOS (VAN GUNSTEREN et al, 1996) com o
conjunto de parametros G53A6 (OOSTENBRINK et al, 2004) e o modelo SPC de agua
(BERENDSEN et al, 1987) foram escolhidos para descrever as interagdes inter-atbmicas do
sistema. O sistema foi simulado no pacote GROMACS por 45 nanossegundos. Os videos das
trajetdrias foram observados no VMD. Foram calculados 0 RMSD, o RMSF, o Raio de Giro e
0 SASA do sistema.


http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/
http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/refs.html
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ELUCIDADACAO E AVALIACAO QUALITATIVA ESTRUTURAL DA OsGSTU4

Para elucidar e avaliar a qualidade estrutural da proteina OsGSTU4, inicialmente foi
ralizado um alinhamento entre as sequéncias estudadas e, a partir deste, foi obtida a
sequéncia molde (template). Tendo-se a sequéncia molde, procedeu-se a modelagem, cuja
avaliacdo qualitativa é desenvolvida a seguir.

O template utilizado foi obtido a partir de um alinhamento contra a base de dados do
NCBI pelo algoritmo local, de forma que o melhor alinhamento ocorreu entre as sequéncias
OsGSTU4 e AtGSTU4, sendo a sequéncia molde proveniente de Aegilops tauschii (trigo).

Este template apresentou altos valores de identidade (56%) e similaridade (71%),
revelando homologia entre as proteinas OsGSTU4 e AtGSTU4, que torna as sequéncia
apropriada para modelagem conforme evidencia Kilili (2004). O alinhamento apresentou
ainda um score de 210 bits e um e-value de 6e-67e.

A leitura da Figura 7 permite identificar regides conservadas e semiconservadas, que
constituem parametros necessarios para um bom alinhamento de sequéncias, uma vez que

estes inferem as caracteristicas de identidade e similaridade.

Figura 7- Alinhamento entre as sequéncias da OsGSTU4 e AtGSTU4, apresentado regides
idénticas (*), mutagdes conservativas (:), mutagdes semiconservativas (.) e gaps (-).

0sCSTUS
1 ILLGKWPSPEVTRVELALGLKGLSY! 63
AtcsSTUA 1 G- GDDLKLLGAWPSPFVTRVKLALALKGLSYEDVEEDLYKKSELLLKSNPVHKKIPVLIH 62

1 E:E B e T xztnn--—-u-nna 63
fadatt] 7 H - i .

el STUS g“‘xp“_vcéssxIVOYIOEAFPDAGASMLLPADPYERAVARF\WAWDDKPVPAWVATFRGKTE 126
ACSTUS APVCESMIILQYIDEVFASTGRS - -LLPADPYgRAIARF\WAYVDDKLVAPWROWLRGKTEE 123

64 r TR S0 WLl W W Pu‘-xuuuuw.zn‘xnx‘&ixx:x..1 .xzx‘u1 126

0scsTU4 127 KAEGMKOLLAAVETLEGALKDCSKGKPFFGGDTVGIVDVALGGLISWVKATEVLAGSKIFD 189
e e KSEGKKQAFAAVGVLEGALRECSKGGGFFGGDGVGLYD y LGGVLSWMKVTEALSGDKIFD 3 186

127 189

oecstus 199 EKAPLLARWAORFGELDVAEKVLPDVDGVVEFAKVRIAERARRAAAASK 239
atestua 187 AKTIPLLAAWVERFIELDAAKAALPDVGRLLEFAKAREA- - - - - -, { 230

190 [‘_xxxxxx.:‘- i i T e e N R oo x—f “‘:‘E 239

Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Na Figura 8, apresenta-se o Diagrama de Ramachandran, como resultado da
modelagem. A analise deste diagrama mostrou que 91,9% dos residuos situaram-se em

regides energeticamente mais favoraveis (vermelho), enquanto 7,3% situaram-se em regifes
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permitidas (amarelo), 0,5% em regides generosamente permitidas (creme) e 0,3% em regides
proibidas (branco).

Figura 8- Diagrama de Ramachandran mostrando as regides de agrupamento de residuos,
classificadas com: vermelho - regiGes mais favoraveis (91.9%); amarelo - regiGes permitidas
(7,3%); creme - regides generosamente permitidas (0,5%) e branco - regides proibidas (0,3%).

180+

Pa (degrees)

2180 135 90 45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)
Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Este resultado se mostra satisfatério, considerando a observacdo de Laskowski et al.
(1993), que afirmam que um bom modelo requer mais de 90% de seus residuos de
aminoéacidos situados em regides favoraveis do Diagrama de Ramachandram (A, B e L),
desconsiderando-se os residuos que estiverem diferenciados em vermelho nas extremidades
demarcadas como desfavoraveis pelo Diagrama. Estes apresentarem padrdes esterioquimicos
diferentes dos demais residuos, sendo, assim, considerados irrelevantes para a pontuacéo final
da avaliacdo termodinamica-estrutural.

Desta forma, pode-se exemplificar residuos como leucina, glicina e prolina, ilustrados
de forma diferenciada no Diagrama de Ramachandram, visto que estes apresentam estruturas
de natureza termodinamicamente instdvel em sua cadeia. Embora estes previsivelmente se
apresentem de forma desfavoravel a estrutura da proteina, estas constituem regides
fundamentais para a estabilidade conformacional da proteina, a exemplo de regides de alca,
que desempenham importante papel para fluidez no processo de enovelamento (folding)
proteico.
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Paralelamente ao Diagrama de Ramachandram, os resultados do ANOLEA e do
GROMOS foram em geral negativos, revelando um modelo com valores energéticos estaveis,
conforme explicam Melo et al (1998) e van Gunsteren et al (1996).

O modelo validado foi submetido a base de dados do PMDB (Protein Model
DataBase) e esta disponivel através do codigo de acesso PM0079227, sendo este modelo a
primeira proposta de estrutura tridimensional para a OsGSTUA4.

Na Figura 9, apresenta-se 0 Qmean (Quality Mean Score) para 6 parametros da
proteina OsGSTU4, com valor de 0,786, enquanto a Figura 10 mostra o grafico de Z-score e

QMEAN para a mesma proteina.

Figura 9- Quality Mean Score para 6 parametros da proteina OsGSTU4.

QMEAN | 1 036
CB interaction | 1 -0.86
all-atom interaction | 1 -055
solvation | 1 025
torsion | 1 -0.71
SSE agreement | ] 205
ACC agreement | 1 028
| Score of your model

high-resolution X-ray

structures on average ! !

have a Z-score=0 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4

Z-score

Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Figura 10- Grafico do Z-score e QMEAN para a OsGSTUA4.

query moclel:
QMEAN score =17
(Z-score = 0.36)

T T T T T T
05 0.6 07 0.8 08 1.0

N=879 Bandwidth =0.01815
structures of size 439 (+-10%) residues

Fonte: Construido com dados da pesquisa.


http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php?func=special_help&=#gromos
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Este valor (0,786) pode ser considerado bom, tomando como base informagdes de
Benkert (2008, 2009a, 2009b e 2011) que afirma que um modelo de melhor qualidade é
aquele que apresenta Qmean préximo de 1,0.

A Figura 10 mostra o grafico de Z-score e QMEAN para a OsGSTU4. Analisando esta
figura é possivel afirmar que, de acordo com 0 Qmean e o Z-Score encontrados, 0 modelo da
OsGSTU4 apresenta alta qualidade estrutural quando comparado a outros modelos do banco
de dados (BENKERT, 2008, 2009a, 2009b, 2011)

A distribuicdo do Z-score apresentada na Figura 11, na qual os circulos em escala de
cinza representam scores do QMEAN para outras estruturas de tamanhos similares
depositadas no PDB, complementa a discussao.

Nesta distribuicdo, visualiza-se o desvio padrdo do score em relacdo aos valores
esperados das estruturas experimentais. Neste ambito, 0 Z-score do QMEAN indica quantos
desvios padrdes o score difere dos valores esperados das estruturas experimentais. Neste caso,
quanto mais préximo da faixa preta melhor, pois implica em menor desvio padrdo. Logo, 0 Z-
score do QMEAN encontrado (0,786) pode ser considerado um bom valor, pois, como se
pode deduzir, encontra-se proximo a faixa preta (BENKERT, 2008, 2009a, 2009b, 2011).

Figura 11- Distribuicdo do Z-score.

2

1.0

0.5

normalised QMEANE score
-0.5 0.0
1

Z-score QMEAN: 0.36
2Z-score Chetar -0.86
- Z-score all_atom: -0.55 W |Z-scorel<1
Z-score solvation: 0.25 O 1<|Z-score|<2
Z-score torsion: -0.71 O |Z-score|=2

-1.0

Z-score SSE agree: 2.05 B query model
- Z-score ACC agree: 0.28
T T T T T T

0 500 1000 1500 2000 2500

-1.5

protein size
Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Buscando o Apéndice A, verifica-se que fica explicito no grafico do erro residual, que
ha residuos da proteina que estdo desfavoraveis, principalmente os residuos localizados nas
posicdes 50 e 300, ambos situados em cadeias diferentes do homodimero, revelando-se ambos
em um padrdo grafico previsivel devido a repetitividade, dada a natureza de proteinas

homodiméricas.
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4.2 DOCKING MOLECULAR

O resultado do docking, realizado para o herbicida Metsulfuron, executado no
programa autodock, foi 0 ranqueamento de dez possiveis complexos, conforme se observa na
Tabela 6. Este procedimento tem como base os scores de energias intermoleculares, energia
de ligagdo e ligacdes de hidrogénio, evidenciando os atomos (e residuos) da proteina e do
ligante que apresentam interacOes favoraveis para o modelo, conforme descrevem Morris et
al. (2009).

Tabela 6- Resultados dos complexos ranqueados pelo autodock no docking do Metsulfuron

Complexo Energiade ligacdo  Energia intermolecular Ligacdes 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 - 083, 02

3 -2.78 -4.57 B:LYS 111 HZ1 - 05
C:LYS 56 HZ1 — N5
C:LYS 56 HZ1 - 06

4 -3.09 -4.88 C:LYS 56 HZ1 - 02
C: GTX1226 H11-N3, O1
B:LYS 111 HZ2 - O6

5 -3.15 -4.94 B:LYS 111 HZ1 - 02
C:LYS 56 HZ1 - 02
B:LYS 111 HZ2 - O5, O6
C:HIS54 HD1 - 01

6 -3.78 -5.57 C:LYS 56 HZ1 - O3, 02
C: GTX1226 H3-05
B:LYS 111 HZ2 - O3

7 -1.03 -2.82 H7-B:ASP148 OD2
B:LYS 151 HZ1 - O3
8 -3.7 -5.49 B:LYS 111 HZ2 - 02

C:LYS 56 HZ1 - 04
B:LYS 111 HZ3 — N3
C:HIS 54 HD1 - 01
C:LYS 56 HZ2 - O6

9 -1.74 -3.53 C:LYS147 HZ1 - O5
C:LYS147 HZ3 - 02
10 -2.91 -4.7 B:LYS 111 HZ2 - 02

C:LYS 56 HZ1 - 02
C:LYS 56 HZ1 - 06

Fonte: Construido com dados da pesquisa.
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No Metsulfuron, as energias de ligacdo foram mais baixas do que as do Bentazon.
LigacGes de hidrogénio com o gluthation indicam conjugacdo entre as moléculas, como
mostra a Tabela 6.

Os resultados revelados pelo docking do Metsulfuron, mostram repeticGes de alguns
residuos (LYS 111, LYS 56, GTX1226) que se apresentaram extremamente favoraveis, sendo
estes possivelmente residuos &ncora para a ligacdo, combinando com os resultados
evidenciado por Rigo (2011).

A identificacdo da molécula GTX1226 como residuo ancora, é evidéncia de um
possivel processo de conjugacdo (KILILI, 2004) entre o Metsulfuron e a glutationa, que
evidencia a possibilidade de desintoxicacdo do Metsulfuron pela OsGSTUA.

O resultado do docking realizado para o herbicida Bentazon, igualmente executado no
programa autodock, é apresentado na Tabela 7. Como o caso anterior, este procedimento tem
como base os scores de energias intermoleculares, energia de ligacdo e ligagdes de
hidrogénio, evidenciando os &omos (e residuos) da proteina e do ligante que apresentam
interacdes favoraveis para o modelo, conforme descrevem Morris et al. (2009).

Os resultados da Tabela 7 revelam ainda a identificacdo de um residuo que se repete
(GLN 75) e apresenta a mais baixa Energia de Ligacdo, se mostrando possivelmente como
residuo ancora para o herbicida Bentazon, corroborando com os resultados obtidos por Rigo
(2011).

Tabela 7- Resultados dos complexos ranqueados pelo autodock no docking do Bentazon

Complexo Energia de ligacdo Energia intermolecular  Ligacgdes de hidrogénio
Kcal/mol Kcal/mol

1 -0.86 -1.16 B: GLN 75 HE21 - O3
2 -0.85 -1.15 B: GLN 75 HE21 - O3
3 -0.84 -1.14 B: GLN 75 HE21 - O3
4 -0.83 -1.13 B: GLN 75 HE21 - O3
5 -0.91 -1.21 B: GLN 75 HE21 - O3
B: GLN 75 HE22 — O2

6 -0.86 -1.15 B: GLN 75 HE21 - O3
7 -0.91 -1.21 B: GLN 75 HE21 - O3
B: GLN 75 HE22 — O2

8 -0.81 -1.1 B: GLN 75 HE21 - O3
9 -0.83 -1.13 B: GLN 75 HE21 - O3
10 -0.91 -1.2 B: GLN 75 HE21 - O3
B: GLN 75 HE22 — O2

Fonte: Construido com dados da pesquisa.
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O primeiro dos resultados ranqueados pelo autodock para o metsulfuron pode ser
visualizado na Figura 12.

Figura 12- Visualizacdo e caracterizacdo do primeiro resultado para o metsulfuron obtido por
meio do programa autodock

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

De maneira geral, na Figura 12 pode-se observar a seguinte sequéncia: em amarelo,
sob representacdo grafica de bastbes, 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 atomos mais proximos 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 13 (“a” e “b”).

Figura 13- 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.

.a) Perspectiva 1 b) Peg_pectiva 2

Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.
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Complementando as informagdes da Figura, a Tabela 8 apresenta os &tomos de
residuos de aminoécidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas respectivas

distancias até atomos do ligante.

Tabela 8- Representacdo de atomos de residuos préximos pertencentes ao metsulfuron,
atomos usados como correspondentes no ligante e suas respectivas distancias em angstroms
no output nimero um.

Atomos de residuos proximos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

(ligante) (A)

ASP110:0 <0>0:C14 3.43
GLUG9:0E2 <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: Construido com dados da pesquisa.

O segundo dos resultados ranqueados pelo autodock pode ser visualizado na Figura
14, onde se pode observar, igualmente ao que ocorreu com o primeiro resultado ranqueado
pelo programa, a seguinte sequéncia: em amarelo, sob representacdo gréfica de bastbes, 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 atomos mais proximos de
residuos de aminodacidos que circundam o ligante a uma distancia de 4 A, que por sua vez esta

representado em verde.

Figura 14- Visualizacdo e caracterizacdo do segundo resultado para o metsulfuron obtido por
meio do programa autodock
«d,,

Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.
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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 15 (“a” ¢ “b”).

Figura 15- Representacéo 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
0 segundo resultado com o metsulfuron.

a) Perspectiva 1 b) Perspectiva 2
B q ]

-~

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

Complementando as informacdes da Figura 15, a Tabela 9 apresenta os atomos de
residuos de aminoécidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas respectivas

distancias ate atomos do ligante.

Tabela 9- Representacdo de atomos de residuos proximos pertencentes ao metsulfuron,
atomos usados como correspondentes no ligante e suas respectivas distancias em angstroms
no output numero dois.

Atomos de residuos proximos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

(ligante) (A)

GLU69:0E2 <0>0:C5 2.95
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
LYS111:NZ <0>0:04 2.47
LYS56:HZ3 <0>0:02 2.52
HIS54:HE2 <0>0:C5 3.91
GLN134:1HE <0>0:C14 3.82

Fonte: Construido com dados da pesquisa.

O terceiro dos resultados ranqueados pelo autodock pode ser visualizado na Figura 16,
onde pode ser observada, de maneira semelhante ao que ocorreu com 0 primeiro e o segundo
resultado, a seguinte sequéncia: em amarelo, sob representacéo 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 préximos atomos de residuos de
aminoacidos que circundam o ligante a uma distancia de 4 A, que por sua vez estd

representado em verde.
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Figura 16- Visualizacdo e caracterizacdo do terceiro resultado obtido para o metsulfuron 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 Visual
Molecular Dynamics, caracterizaram-se atomos dos residuos sob a referida distancia de 4A,

que podem ser observados em detalhe nas Figuras 17 (“a” e “b”):

Figura 17- Representacédo 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.

b) Perspectiva 2

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

Para complementar as informagOes da Figura 17, listaram-se na Tabela 10 os 4tomos
de residuos de aminoécidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas respectivas

distancias até atomos do ligante.
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Tabela 10- Representacdo de atomos de residuos proximos pertencentes ao metsulfuron,
atomos usados como correspondentes no ligante e suas respectivas distancias em angstroms
no output numero trés.

Atomos de residuos proximos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

(ligante) (A)

LYS56:HZ1 <0>0:02 191
LYS111:HZ3 <0>0:04 2.29
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
GLUG9:0E2 <0>0:C5 2.95
HIS54:HE2 <0>0:C5 3.91
GLN134:1HE <0>0:C10 3.42

Fonte: Construido com dados da pesquisa.

O mesmo procedimento foi realizado para os demais outputs obtidos pelo autodock, 0s
quais estdo listados no APENDICE B (B.01 a B.21).

Com relacdo ao herbicida bentazon, o primeiro dos resultados ranqueados pelo
autodock pode ser visualizado na Figura 18. Da mesma forma que no caso do metsulfuron,
pode-se observar a seguinte sequéncia: em amarelo, sob representacdo grafica de bastdes, a
estrutura da gultationa S transferase; em azul, sob representacdo grafica VDW (Van Der
Waals) as moléculas de glutationa; em vermelho, denotam-se os mais proximos atomos de
residuos de aminodacidos que circundam o ligante a uma distancia de 4 A, que por sua vez esta

representado em verde.

Figura 18- Visualizacdo e caracterizacdo do primeiro resultado para o bentazon obtido por
meio do programa autodock.

Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.
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Da mesma forma que se tratou o herbicida metsulfuron, 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 19 (“a” e “b”)..

Figura 19- Representacéo do sitio ativo, identificacdo dos residuos e suas respectivas
distancias até o ligante, em duas perspectivas diferentes sobre o mesmo ponto (“a” e “b”).
a) Perspectiva 1 b) Perspectiva 2

W

o
5LN75:1HE2
BLN75THE2

' 37618 LHE f‘f«w‘ 3
4 f i

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

Para complementar as informac6es da Figura 19, listaram-se na Tabela 11 os atomos
de residuos de aminoécidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas respectivas

distancias até atomos do ligante.

Tabela 11- Representacdo de &tomos de residuos préximos pertencentes ao bentazon,
atomos usados como correspondentes no ligante e suas respectivas distancias em angstroms
no output numero um.

Atomos de residuos proximos ~ Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

(ligante) (A)

Vall05:CG’ <0>0:C8 3.38
ALA106:HN <0>0:C7 3.25
ARG102:0 <0>0:C7 2.79
VAL105:CG’ <0>0:C1 3.58
ALA106:HN <0>0:C1 3.45
ARG102:HE <0>0:02 3.71
GLN75:2HE?2 <0>0:N2 211
GLN75:1HE?2 <0>0:03 1.78

Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Na Figura 20, visualiza o segundo dos resultados ranqueados pelo autodock quanto ao
bentazon. Nesta figura, de maneira geral, pode-se observar a seguinte sequéncia: em amarelo,
sob representagdo grafica de bastBes, a estrutura da glutationa S transferase; em azul, 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, que por sua vez esta representado em verde:
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Figura 20- Visualizacdo e caracterizacdo do segundo resultado para o bentazon obtido por
meio do programa autodock.

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

Na sequéncia, 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 na Figura 21 (“a” e “b”).

Figura 21- Representacédo do sitio ativo, identificacdo dos residuos e suas respectivas
distancias até o ligante, em duas perspectivas diferentes sobre 0 mesmo ponto (“a” e “b”).

a) Perspectiva 1 b) Perspectiva 2
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Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

O complemento para as informacfes da Figura 21 é a Tabela 12, que tras a lista dos
atomos de residuos de aminoacidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas

respectivas distancias até atomos do ligante.



55

Tabela 12- Representacéo de atomos de residuos proximos pertencentes ao bentazon, &tomos
usados como correspondentes no ligante e suas respectivas distancias em angstroms, no
output nimero dois.

Atomos de residuos proximos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

(ligante) (A)

ARG102:HE <0>0:03 3.27
GLN75:1HE?2 <0>0:03 1.80
ALA106:HN <0>0:C1 3.47
VAL105:CG’ <0>0:C1 3.57
GLN75:2HE?2 <0>0:02 3.10
ARG102:0 <0>0:C8 3.02
VALI105:CG’ <0>0:C8 3.37
ALA106:CB <0>0:C7 3.08

Fonte: Construido com dados da pesquisa.

A Figura 22 apresenta o terceiro dos resultados ranqueados pelo autodock quanto ao
bentazon, na qual se pode visualizar a seguinte sequéncia: em amarelo, sob representacao
grafica de bastBes, a estrutura da glutationa S transferase; em azul, sob representacdo gréfica
VDW (Van Der Waals) as moléculas de glutationa; em vermelho encontram-se 0s mais
préximos atomos de residuos de aminoacidos que circundam o ligante a uma distancia de 4 A,

que por sua vez esté representado em verde.

Figura 22- Visualizacdo e caracterizacdo do terceiro resultado para o bentazon obtido por
meio do programa autodock.

Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa
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Na Figura 23 (“a e b”), vé-se, em detalhes, a caracterizacdo de &tomos dos residuos
sob a distancia de 4 A, obtida por meio de ferramentas do programa Visual Molecular
Dynamics:

Figura 23- Representacédo do sitio ativo, identificacdo dos residuos e suas respectivas
distancias até o ligante, em duas perspectivas diferentes sobre o mesmo ponto (“a” e “b”).
a) Perspectiva 1 b) Perspectiva 2
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Fonte: Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

Como complemento as informacdes da Figura 23, Tabela 13 relaciona os atomos de
residuos de aminoécidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas respectivas

distancias até atomos do ligante.

Tabela 13- Representacdo de atomos de residuos proximos pertencentes ao bentazon,
atomos usados como correspondentes no ligante e suas respectivas distancias em
angstroms . no output namero trés.

Atomos de residuos proximos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

(ligante) (A)

VAL105:CG’ <0>0:C8 3.42
ALA106:HN <0>0:C8 3.43
ARG102:0 <0>0:C7 2.93
GLN75:2HE?2 <0>0:N2 2.08
ALA106:HN <0>0:C1 3.61
VAL105:CG’ <0>0:C1 3.59
GLN75:1HE2 <0>0:03 1.74
ARG102:0 <0>0:C1 2.75

Fonte: Construido com dados da pesquisa.

O mesmo procedimento foi realizado para os demais outputs obtidos pelo autodock em
funco do ligante bentazon, estes estdo listados no APENDICE C (C.01 a C.21)..

4.3 DINAMICA MOLECULAR
4.3.1 Analise de modos normais (NMA)

Para a analise de modos normais, foi usado o servidor online Elnémo, permitindo,

dessa forma, a predicdo de mudancas conformacionais em potencial da proteina (SUHRE,
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2004). Os principais resultados obtidos pro meio do servidor sdo expressos pelos graficos das
Figuras 24, 25 e 26.

A Figura 24 mostra o root-mean square fluctuation (RMSF) para o primeiro autovetor
obtido no Elnémo. O RMSF expressa dindmica dos 4tomos pertencentes as regides que mais
flutuaram na proteina, sendo esta flutuagdo medida em nanémetros. Para o seu calculo foi
usado o pacote do programa GROMACS.

Observando a Figura 24 é possivel perceber ainda a existéncia de um padrdo de

flutuacéo, revelando uma repeticdo de comportamento nas duas subunidades do homodimero.

Figura 24- RMSF para o primeiro autovetor obtido no Elnemo, calculado para tomos do
esqueleto da proteina (backbone).
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.

E possivel observar que certas regides da AsGSTE2 apresentam maior flutuacio
atdbmica que outras. Estas regides estdo identificadas na Figura 25 e sdo compostas por
residuos previamente identificados em uma tabela (APENDICE D), onde receberam uma
identificacdo por cor. E possivel perceber ainda, que os residuos estdo principalmente situados
em regides de alca que sdo reconhecidas como regides de alto coeficiente cinético.

Figura 25- Representacdo dos residuos de maior flutuacdo em duas perspectivas diferentes
sobre o mesmo ponto (“a” e “b”).
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Nota: Imagem feita no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.
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A Figura 26 ¢ a matriz de flutuaces obtida pelo Elnemo. Esta matriz revela a distancia
entre os 4tomos de carbono alfa de cada par de residuos (representado por cada pixel da
figura) pertencentes a proteina. Nesta figura é possivel ainda identificar padrées de cor,
indicando o movimento feito por cada residuo, sendo o azul para distanciamento e vermelho
para aproximacéo.

Figura 26- Matriz de flutuaces das distancias entre atomos do Carbono alfa entre todos os
pares de residuos, obtida pelo Elnemo.

Fonte: Construido com dados da pesquisa.

O gréfico é acompanhado de uma tabela (APENDICE E) detalhada que expressa o
distanciamento dos carbonos alfa de cada residuo a seu respectivo par (indicando pelas cores
azul e vermelha, par distanciamento e aproximacdo, respectivamente). Neste grafico é

possivel observar o0 mesmo padrdo homodimérico expresso pelo RMSF.

4.3.2 Simulagéo de dindmica molecular atomistica

A simulacdo de dindmica molecular atomistica objetiva maior precisdo usando o nivel
atomistico de profundidade. Neste procedimento, efetuam-se célculos através do pacote de
programa GROMACS, com o campo de forcas GROMOS 53A6, usando simplificacdo united
atom (SPOEL, 2005).
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A simulacdo de dindmica molecular de proteinas usa duas grandezas para avaliar a
estabilidade conformacional em fungdo do tempo, quais sejam: os desvios quadraticos médios
(RMSD) e o raio de giro (RG).

Dessa forma, foi plotado o root-mean square deviation (RMSD) para atomos de
carbono alfa (Figura 27). Por sua vez, o calculo deste parametro é executado pela seguinte

férmula;
1/2

RMSD =

S|¥

i=l

PICE n(O)Z]]

onde 7;(t) e r;(0) representam as coordenadas do i-eésimo atomo no tempo t e O,
respectivamente, e N é o nimero de &tomos no dominio de interesse (Ca).

Na Figura 27 pode-se observar, de forma global, a soma dos desvios dos carbonos alfa
em relacdo a posicao inicial.

Figura 27- RMSD para 4&tomos do carbono alfa.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.

O grafico da Figura 27 revela, portanto, que ha estabilidade, o que € evidenciado pelo
comportamento distorsivo linear expresso pela imagem.

Outro dado a ser observado é o grafico do raio de giro (Figura 28) que avalia a
distancia do centro de massa até os extremos da molécula, com a finalidade de observar
processos de expansdo ou compactacdo das enzimas durante a simulagéo.

O célculo deste parametro é executado pela seguinte formula:
1 N
zdef _ 2
Rg = NZ(rk - Tmean)
k=1

onde rmean € a posi¢do média dos monémeros.
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O raio de giro revela o qudo compacta ¢ a estrutura de uma proteina

O gréfico de raio de giro observado na Figura 28 revela um comportamento linear
comportamento este que implica em um modelo estavel

Figura 28- Raio de giro paraa GST
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Fonte: Construido com dados da pesquisa

Importante também é o grafico de acessibilidade da superficie do solvente (Figura 29)

cujo proposito € avaliar a natureza hidrofdbica superficial da molécula, analisando a proteina
de forma particulada.

O célculo para este parametro segue a seguinte férmula

Natoms

SAS = Z A

Tal que:

Natoms

A (T'N) _ 1_[ 1— plpl]bl](rl])

Sendo Si=4x (Ri + Rsolv)2 a SAS do 4tomo isolado i de raio Ri e um solvente de raio

Rsolv. O termo bij (rij) representa a SAS removida Si pela sobreposicdo dos atomos i e j, a

uma distancia rij = | ri-rj |. O parametro empirico pi depende do tipo de atomo, enquanto o
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parametro empirico pij serve como um fator de adicional discriminagdo que distingue entre o
primeiro e o proximo atomo vizinho ligado covalentemente e os atomos ligados de forma nédo
covalente.

O grafico de SAS demonstra ndo haver aumentos ou diminuic@es significativas na area
exposta ao solvente, ficando entre 235 nm? e cerca de 240 nm? ao longo da simulagdo. Este
resultado significa que a hidrofobicidade da proteina € mantida ao longo do tempo, o que

reforca a hipdtese de que o modelo tedrico é estavel e confiavel.

Figura 29- Gréfico de Superficie de Acessibilidade ao Solvente.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.

Finalmente, foi calculado o RMSF que mensura as flutuaces atdbmicas ao longo da
proteina, sendo esta flutuagdo medida em nanémetros, como mostra a Figura 30, enquanto o

modelo matematico que representa este calculo é descrito pela seguinte formula:

RMSF = |—

-

-

[r:() —7l?

[EN
M [3a)

j=0
onde r;(j) s&o as coordenadas do i-ésimo atomo no passo de tempo j; 7; suas posi¢cbes médias

e 3 e o tempo de simulagdo, expresso como o nimero total de passos de tempo (timesteps)

coletados.
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Figura 30- RMSF do backbone da proteina.
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Fonte: Construido com dados da pesquisa.
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5 CONCLUSOES

Mediante os dados obtidos neste trabalho, apos a sua analise, é possivel relacionar as

seguintes conclusoes:

e Os resultados obtidos para o modelo desenvolvido e estudado neste trabalho sao
consistentes e permitem confirmar a sua estabilidade fisico-quimica estrutural, muito

proxima de sua forma nativa dimérica.

e Com base na confiabilidade dindmica dos padrées cinéticos de flutuacéo, pode-se afirmar
que o modelo estudado é estavel no que diz respeito ao seu comportamento espacial e

superficial;

e A 0OsGSTU4 se liga a ambos os herbicidas (Metsulfuron e Bentazon), havendo formacao

de complexo com o Metsulfuron.
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6 PERSPECTIVAS DO TRABALHO

O estudo apresenta importancia biotecnoldgica para a agroinddstria e industria 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 é uma cultura com desenvolvimento de poucas tecnologias
voltadas para o seu cultivo e manutencéo.

Mesmo o modelo apresentando alta estabilidade e confiabilidade, tem-se em
perspectiva a sua avaliacdo pratica-biologica. Portanto, uma vez que o modelo é teorico-

computacional, torna-se necessaria a sua reprodutibilidade confirmatéria in-vivo, ou in-vitro.
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APENDICES



Predicted residue error [Angstrom]

APENDICE A - Erro Residual para a estrutura 3D da proteina OsGSTU4.

Predicted local error for structure input_atom_only.pdb_B
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Fonte: Construido com dados da pesquisa
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APENDICE B — Resultado do Doking Molecular do 4° ao 10° ranque, executado pelo
autodock para o Metsulfuron.

B.01 - Visualizacdo geral do 4° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.02 - Visualizacdo do 4° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron, com zoom
de diferentes angulacdes.

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.03 -Tabela de distancias dos atomos do 4° ranqueado pelo autodock referente ao
Metsulfuron

Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
LYS111:HZ3 <0>0:04 2.29
LYS56:HZ1 <0>0:02 191
GLU69:0E2 <0>0:C5 2.95
HIS54:HE2 <0>0:C5 3.91
GLN134:1HE <0>0:C14 3.83

Fonte: Construido com dados da pesquisa

75



B.04 - Visualizacdo geral do 5° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.05 - Visualizacdo do 5° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron, com zoom de
diferentes angulacdes.

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.06 - Tabela de distancias dos atomos do 5° ranqueado pelo autodock referente ao
Metsulfuron

Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
GLU69:0E2 <0>0:C5 2.95
LYS56:HZ1 <0>0:02 1.91
LYS111:HZ3 <0>0:04 2.29
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
GLN134:2HE <0>0:C14 3.34
HIS54:HE?2 <0>0:C5 3.91

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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B.7 - Visualizacao geral do 6° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.8 - Visualizacgdo do 6° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron, com zoom
de diferentes angulacGes.

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.09 - Tabela de distancias dos atomos do 6° ranqueado pelo autodock referente ao
Metsulfuron

Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
LYS111:HZ1 <0>:02 1.91
GLU69:0E2 <0>:C5 2.95
LYS111:HZ1 <0>:02 1.91
ASP110:0 <0>:C14 3.43
GLN134:2HE <0>:C14 3.34
HIS54:HE?2 <0>:C5 3.91

Fonte: Construido com dados da pesquisa



B.10 - Visualizacdo geral do 7° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.11 - Visualizacdo do 7° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron, com

zoom de diferentes angulaces.

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.12 - Tabela de distancias dos atomos do 7° ranqueado pelo autodock referente ao

Metsulfuron

Atomos de residuos

Atomo usado de referéncia

Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
LYS111:HZ3 <0>0:04 2.29
LYS56:HZ1 <0>0:02 191
HIS54:HE2 <0>0:C5 3.91
GLUG9:0E2 <0>0:C5 2.95
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
GLN134:1HE <0>0:C14 3.82

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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B.13 - Visualizagdo geral do 8° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.14 - Visualizacdo do 8° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron, com zoom
de diferentes.

B.15 Tabela de distancias dos &tomos do 8° ranqueado pelo autodock referente ao
Metsulfuron

Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
LYS111:HZ3 <0>0:04 2.29
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
GLUG69:0E2 <0>0:C5 2.95
HIS54:HE?2 <0>0:C5 3.91
LYS56:HZ1 <0>0:02 1.91
GLN134:2HE <0>0:C14 3.34

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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B.16 - Visualizacdo geral do 9° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.17 - Visualizacdo do 9° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron, com zoom de
diferentes angulacdes.

B.18 - Tabela de distancias dos atomos do 9° ranqueado pelo autodock referente ao
Metsulfuron

Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva (A)

préximos (ligante)
LYS56:HZ1 <0>0:02 1.91
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
LYS111:HZ3 <0>0:04 2.29
HIS54:HE?2 <0>0:C5 3.91
GLN134:2HE <0>0:C14 3.34
GLUG9:0E2 <0>0:C5 2.95

Fonte: Construido com dados da pesquisa



B.19 - Visualizacdo geral do 10° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.20 - Visualizacdo do 10° ranqueado pelo autodock referente ao Metsulfuron, com
zoom de diferentes angulacoes.

Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa

B.21 - Tabela de distancias dos atomos do 10° ranqueado pelo autodock referente ao
Metsulfuron

Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
LYS111:HZ2 <0>0:04 2.22
GLU69:0E2 <0>0:C5 2.95
HIS54:HE2 <0>0:C5 3.91
ASP110:0 <0>0:C14 3.43
LYS56:HZ1 <0>0:02 191
GL134:2HE <0>0:C14 3.34

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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APENDICE C - Resultado do Doking Molecular do 4° ao 10° ranque, executado pelo
autodock para o Bentazon.

C.01 - Visualizacdo geral do 4° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon

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

C.02 - Visualizacdo do 4° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon, com zoom
de diferentes angulagdes.

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

C.03 - Tabela de distancias dos atomos do 4° ranqueado pelo autodock referente ao

Bentazon
Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
VAL 105:CG’ <0>0:C1 3.40
GLN75:2HE2 <0>0:02 2.84
GLN75:1HE2 <0>0:03 1.83
ARG102:HE <0>0:02 3.62
ALA106:HN <0>0:C7 3.23
ARG102:0 <0>0:C7 2.81
VALI105:CG’ <0>0:C8 3.40

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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C.04 - Visualizacao geral do 5° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon

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

C.05 - Visualizacdo do 5° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon, com zoom
de diferentes angulacdes
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Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.

C.06 - Tabela de distancias dos atomos do 5° ranqueado pelo autodock referente ao

Bentazon
Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
VALI105:CG’ <0>0:C3 3.74
ARG102:0 <0>0:C3 2.83
GLN75:1HE2 <0>0:C1 3.09
GLN75:2HE?2 <0>0:02 2.01
ALA106:CB <0>0:C7 3.36
ILE72:CD1 <0>0:C7 3.43
ARG102:0 <0>0:C8 2.73

Fonte: Construido com dados da pesquisa



C.07 - Visualizagéo geral do 6° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon

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

C.08 - Visualizacdo do 6° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon, com zoom de
diferentes angulacdes.
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Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.

C.09 - Tabela de distancias dos atomos do 6° ranqueado pelo autodock referente ao

Bentazon
Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

préximos (ligante) (A)
VAL105:CG’ <0>0:C8 3.35
ALA106:CB <0>0:C7 3.37
ARG102:0 <0>0:C7 2.83
VAL105:CG’ <0>0:C1 3.55
ALA106:HN <0>0:C1 3.45
GLN752HE?2 <0>0:N2 2.12
GLN75:1HE?2 <0>0:03 1.79
ARG102:HE <0>0:02 3.70

Fonte: Construido com dados da pesquisa



C.10 - Visualizagéo geral do 7° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon

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

C.11 - Visualizagéo do 7° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon, com zoom
de diferentes angulacGes

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

C.12 - Tabela de distancias dos atomos do 7° ranqueado pelo autodock referente ao

Bentazon
Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
ALA106:CB <0>0:C8 3.35
ARG102:0 <0>0:C8 2.71
ILE72:CD1 <0>0:C7 3.42
VAL105:CG’ <0>0:C3 3.78
GLN75:1HE2 <0>0:03 1.94
GLN75:2HE?2 <0>0:02 1.96
ARG102:HE <0>0:02 3.73

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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C.13 - Visualizagéo geral do 8° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon

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

C.14 - Visualizacdo do 8° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon, com zoom de
diferentes angulagdes.
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Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.
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C.15 - Tabela de distancias dos atomos do 8° ranqueado pelo autodock referente ao

Bentazon
Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
GLN75:2HE?2 <0>0:N2 2.28
ARG102:0 <0>0:C1 3.13
ALA106:CB <0>0:C7 3.35
VAL105:CG1 <0>0:C8 3.68
ILE72:CD1 <0>0:C6 3.85
GLN75:1HE?2 <0>0:01 3.90
VAL105:CG’ <0>0:C1 3.34

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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C.16 - Visualizagéo geral do 9° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon

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

C.17 - Visualizacdo do 9° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon, com zoom
de diferentes angulagdes.
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Imagem produzida no programa Visual Molecular Dynamics pelo autor da pesquisa.
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C.18 - Tabela de distancias dos atomos do 9° ranqueado pelo autodock referente ao

Bentazon
Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
ALA106:CB <0>0:C7 3.35
GLN75:2HE?2 <0>0:N2 2.15
ALA106:HN <0>0:C1 3.51
VAL105:CG’ <0>0:C8 3.33
GLN75:1HE2 <0>0:03 1.83
ARG102:HE <0>0:02 2.82
VAL105:CG’ <0>0:C1 3.52

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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C.19 - Visualizacdo geral do 10° ranqueado pelo autodock referente ao Bentazon

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

C.20 - Visualizacao do 10° rangueado pelo autodock referente ao Bentazon, com zoom de
diferentes angulagoe.

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

C.21- Tabela de distancias dos atomos do 10° ranqueado pelo autodock referente ao

Bentazon
Atomos de residuos Atomo usado de referéncia Distancias respectiva

proximos (ligante) (A)
VAL105:CG’ <0>0:C3 3.72
ARG102:0 <0>0:C3 2.88
ILE72:CD1 <0>0:C7 3.43
ALA106:CB <0>0:C7 3.34
ARG102:0 <0>0:C8 2.88
ALA106:HN <0>0:C8 3.40
GLN75:2HE?2 <0>0:02 1.95
GLN75:1HE?2 <0>0:03 1:96
ARG102:HE <0>0:03 3.28

Fonte: Construido com dados da pesquisa



APENDICE D - Identificacdo das regides de maior flutuacao, e respectivos residuoss.

Helix Start End Helix Mo of
Number | Residue | Residue | Type |Residues Sequence
1 B17 | B 20 o 13 ATIRALGE
2 B 45 B 50 V) 6 ELILAZ
E] B 70 B 80 Vi 11 SSIVQVIDEA
4 B 95 B 111 o 17 FYERAVASFRVAYVIDE
5 |Bus | B11 o 9 VRARvATTY
E 6 |B125 [B1ao | « % ARG ANVETLEGALID.
7 E 163 E 159 o 7 IVDVALG
E s |B172 [B1:2 | « 11 pr—
9 B193 | B 203 V) 11 PLLAAKAQRFG
10 BXes | B211 o 6 DVAEEY
| 11 |Bas 26| o | 12 | VDGWERAEL |
Residuo 225 12 c 17 C 29 I 13 THALEE
13 |cas Jcso i 6 FLLLAS
| 14 Jco|cso a 1 ssTvgYDEA |
H I 15 | ces [cin a 17 PYELAVARFRVAYVIOR I
16 Cli3 Jci121 ¥l 9 VEATVATTR
17 Cl125 JCl49 o 25 EEERAEGMEGLLAAVETLEGALRDS
18 | cis3 | C169 o 7 NOVALG
19 |ci1m2 |cis2 o 11 EWVEATRIA
20 Cles | C204 o 12 PLLAAWAQRFGE
1 |c2s |ocm o 6 DVAERY
2 |caus o2 o 12 VDGVWERASMEL

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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APENDICE E — Tabela de detalhamento para o distanciamento dos carbonos alfa de cada
residuo em relacdo a seu respectivo par (as cores azul e vermelha indicam, respectivamente,
distanciamento e aproximagéao).

largest increase

GLU 351
GLU 351
GLU 351
GLU 351
GLU 351
GLU 351
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
ASP 348
GLU 351
GLU 351
GLU 351
GLU 351
VAL 365
GLU 351
GLU 351
GLU 351

GLU 351
ALA 347
ATA 347
ALA 347
ATA 347
ALA 347
ALA 347
ASP 348
ALA 347
ALA 347
GLN 439
GLN 439
ALA 347
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLU 351
GLU 351
ASP 348
GLU 351
GLU 351
GLU 351

W 0.07
W0.07
W0.07
W 0.08
W 0.08
N 0.09
W 0.09
I 0.09
W0.07
W 0.07
W0.08
B 0.05
W0.06
W 0.07
W 0.05
10.04
W0.05
B0.05
10.03
10.03
00.04
10.04
10.03
10.04
10.04
B0.05
WO0.05

W0.06
W0.07
W0.08
009
Ho.10
EmO0.12
013
. 0.15
. 0.14
016
I 0.19
. 0.16
. 0.16
I 0.22
. 0.22
)23
. 0.19
I 0.16
. 0.19
. 0.18
H0.13
o012
. 0.17
. 0.14
014
012
N0.10
W 0.09
W0.09

W 0.08

ref

THR 1
LYS2
LEU 3

ILE 4
LEUS
TYR 6
THR 7
LEUS

HIS 9
VAL 10
SER 11
PRO 12
PRO 13
CYS 14
ARG 15
ALA 16
VAL 17
GLU 18
LEU 19
CYS 20
ALA21
LYS 22
AL A23
LEU 24
GLY 25
LEU 26
GLU 27

LEU 28
GLU 29
GLN 30
LYS 31
THR 32
VAL 33
ASN 34
LEU 35
LEU 36
THR 37
LYS 38
GLU 39
HIS 40
LEU 41
THR 42
PRO 43
GLU 44
PHE 45
MET 46
LYS 47
MET 48
ASN 49
PRO 50
GLN 51
HIS 52

THR 53
VAL 54
PRO 55
VAL 56
LEU 57

-0.041
-0.04m
-0.051
-0.041
-0.0410
-0.04m
-0.04 1
-0.041
-0.050
-0.06
-0.06 @
-0.12
-0.10m
-0.07 1
-0.12 .
-0.14
-0.10 mm
-0.11 M.
-0.15 .
-0.15 .
-0.11 1|
-0.14 .
-0.16
-0.14 .
-0.12
-0.09 =
-0.07 1

-0.06 0
-0.041
-0.041
-0.041
-0.0410
-0.05m
-0.06 0
-0.06 1
-0.08
-0.08m
-0.07m
-0.06 1
-0.07m
-0.10 =
-0.08
-0.10 .
-0.09
-0.08
-0.10 .
-0.12 .
-0.11
-0.10m
-0.11 .
-0.12 W
-0.11 .
-0.10
-0.07m
-0.05M
-0.05m
-0.0510

largest decrease

ALA 340
ALA 340
ALA 340
ALA 340
ALA 340
VAL 310
LYS 216
LYS 216
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
ALA 340
ALA 340
ALA 340
LYS 216
LYS 216
LYS 216
LYS 216
LYS 216
LYS 216
LYS 216
VAL 365
VAL 365
VAL 365
VAL 365
VAL 365
VAL 365
GLY 371
GLY 371
GLY 371
GLY 371
LYS 314
VAL 370
VAL 365
ALA 120
PHE 119
PHE 119
PHE 119
PHE 119
VAL 310
VAL 310

largest increase

GLU 351
THR 363
VAL 365
ASP 362
VAL 365
THR 363
THR 363
GLU 351
GLU 351
GLU 351
GLU 351
GLU 351
GLU 351
GLU 351
ALA 313
ALA 313
THR 363
ALA 313
ALA 313
VAL 365
VAL 365
VAL 365
ASN 372
LYS 307
LYS 307
LYS 307
LYS 307

LYS 307
ASP 302
ASP 302
GLY 151
SER 296
GLY 151
GLY 151
GLY 151
VAL 150
TYR 293
VAL 150
ASP 302
ALA 289
THR 282
THR 282
CYS 285
CYS 285
CYS 285
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
ASP 348
ASP 348
LEU 261
ALA 347

ref
H0.09 ASP S8
H0.08 ASPS59
M 0.08 ASN 60
I0.10 GLY 61
HN0.11 THR 62
HEN0.12 ILE 63
N 0.09 VAL 64
HWO0.08 CYS65
W 0.07 GLU 66
M 0.06 SER 67
00.04 HIS 68
H0.05 ALAG69
H0.06 ILE 70
§0.04 MET 71
WM 0.06 ILE 72
W0.08 TYR73
H0.05 LEU 74
H0.05 VAL7S
M 0.06 SER76
W0.07 LYS77
W0.06 TYR78
005 GLY 79
H0.05 LYS80
H0.06 ASP 81
W0.07 ASP 82
H0.05 SERS83
00.04 LEU 84

M0.05 TYRSS
H0.05 SERS86
W0.07 LYS87
M07 GLU 88
W0.07 LEU 89
W0.09 VAL 90
W0.09 LYS91
W0.06 GLN 92
W0.06 ALA 93
W0.06 LYS94
H0.05 LEU95
10.03 ASN96
W0.05 ALA 97
00.04 ALA 98
10.03 LEU 99
§0.04 HIS 100
M 0.07 PHE 101
H0.04 GLU 102
10.04 SER 103
W 0.06 GLY 104
W 0.08 VAL 105
W0.07 LEU 106
N 0.06 PHE 107
M0.08 ALA 108

-0.05m
-0.051
-0.05 1
-0.05 10
-0.08
-0.09 1
-0.07H
-0.07H
-0.06 0
-0.08 m
-0.10
-0.09 =
-0.08
-0.10
-0.11 .
-0.08 1
-0.09
-0.12 .
-0.10
-0.08 1
-0.09
-0.13 .
-0.14 .
-0.16
-0.17
-0.21 —
-0.20 -

-0.18 I
-0.19 .
-0.16 .
-0.19 .
-0.19 .
-0.24
-0.25 N
-0.21 mm
-0.22 mEm.
-0.27 N
-0.24 W
-0.20 .
-0.25
-0.27 .
-0.20 .
-0.19 m.
-0.27 I
-0.23 .
-0.16
-0.18 W
-0.26 .
-0.26 .
-0.17 mmm
-0.13 mm

I 0.10 ARG 109 -0.20 I

I 0.09 LEU 110
HEN0.12 GLU 115
N 0.09 PRO 116
009 ILE 117
008 LEU 118

-0.18 .
-0.11
-0.15 .
-0.11 .
-0.11 .

largest decrease

VAL 310
LEU 309
GLU 308
GLU 308
VAL 310
VAL 310
MET 48
MET 48
PHE 119
ALA 340
ALA 340
ALA 340
ALA 340
GLN 439
GLN 439
ALA 340
ALA 340
GLN 439
GLN 439
ALA 340
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
LEU 359
LYS 355
LYS 355
LEU 359



ASP 348
GLN 439
GLN 439
ATA 340
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
PRO 270
PRO 270
PRO 270
ILE 283
TLE 283
ILE 283
ILE 283
THR 282
THR 282
THR 282
THR 282
THR 282

largest increase
PRO 263
GLY 281
GLY 281
GLY 281
THR 282
GLY 281
GLY 281
THR 282
THR 282
GLU 215
THR 282
THR 282
THR 282
THR 282
LYS 307
LYS 307
ASP 348
THR 282
GLY 281
ASP 348
ASP 348
ASP 348
GLY 281
ASP 348
ASP 348
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261

B 0.15 PHE 119
N 0.18 ALA 120
013 GLY 121
ENO0.10 GLY 122
ENO.11 SER 123
B 0.12 GLU 124
BN 0.13 ILE 125
B 0.14 PRO 126
B 0.16 ALA 127
HEN (.17 ASP 128
N 0.14 ARG 129
N 0.15 ALA 130
N 0.19 GLU 131
16 TYR 132
B O0.12 VAL 133
B 0.13 GLN 134
N 0.16 LYS 135
EO0.11 ALA 136
M 0.09 TYR 137
N 0.14 GLN 138
ENO0.11 LEU 139
M 0.08 LEU 140
M 0.09 GLU 141
EO0.11 ASP 142
BN 0.11 THR 143
EN0.10 LEU 144
HN0.12 VAL 145
B 0.10 ASP 146
W0.07 ASP 147
H0.06 TYR 148

ref

009 LYS178
M 0.08 PHE 179
Il 0.08 PRO 180
H0.09 LYS 181
W 0.08 ILE 182
H0.07 TYR 183
H0.06 GLY 184
MW 0.06 TRP 185
H0.05 LEU 186
H0.05 ASP 187
00.04 ARG 188
10.04 LEU 189
10.04 LYS 190
10.03 ATA 191
10.02 LEU 192
10.02 PRO 193
10.02 TYR 194
10.02 TYR 195
10.03 GLU 196
10.03 ALA 197
00.04 ALA 198
10.03 ASN 199
10.03 GLY 200
10.03 SER 201
10.04 GLY 202
00.04 ALA 203
00.04 GLU 204
§0.05 GLN 205
W 0.05 VAL 206
W0.06 ALA 207
W 0.07 GLN 208

-0.14 m LEU 359
-0.18 - LYS 355
-0.15 mm. LYS 355
-0.15 m LYS 355
-0.12 M LYS 355
-0.11 . GLU 351
-0.16 W= GLN 439
-0.19 - GLN 439
-0.35 I GLN 439
-0.35 I GLN 439
-0.27 — GLN 439
-0.3% I— GLN 439
-0.49 EEEEEENEE  GLN 439
-0.4( I GLN 439
-0.38 m— GLN 439
-0.50) IS GLN 439
-0.53 N GLN 439
-0.42 I GLN 439
-0.45 NN GLN 439
-0.54 I GLN 439
-0.49 N GLN 439
-0.43 EEEEEEEE  GLN 439
-0.49 IEEEEEEEE  GLN 439
-0.52 I GLN 439
-0.44 BN GLN 439
-0.43 BN GLN 439
-0.45 BN GLN 439
-0.4] — GLN 439
-0.37 I GLN 439
-0.34 I— GLN 439

largest decrease
-0.58 I GLN 439
-0.52 N  GLN 439

-0.49 N $GLN 439
-0.47 N GLN 439
-0.43 I GLN 439
-0.4] I GLN 439
-0.40 I GLN 439
-0.37 I GLN 439
-0.34 I GLN 439
-0.34 I GLN 439
-0.32 I GLN 439
-0.28 . GLN 439
-0.27 GLN 439
-0.27 GLN 439
-0.24 I GLN 439
-0.21 . GLN 439
-0.18 - GLN 439
-0.21 - GLN 439
-0.20 . GLN 439
-0.15 GLN 439
-0.15 . GLN 439
-0.17 | GLN 439
-0.20 . GLN 439
-0.16 GLN 439
-0.13 GLN 439
-0.18 . GLN 439
-0.19 . GLN 439
-0.13 GLN 439
-0.11 GLN 439
-0.17 . GLN 439
-0.14 N GLN 439

THR 282
LYS 9l

LYS91

VAL 90
GLU 88
ASP 301
LYS 307
ATLA 313
ASP 302
THR 282
THR 282
THR 282
THR 282
THR 282
THR 282
LEU 261
THR 282
THR 282
LEU 261
LEU 261
PRO 263
LEU 211
LEU 261
GLU 215
GLU 215
GLU 215
GLU 215
GLU 215
GLY 281

largest increase
TYR 132
GLU 131
LEU 431
VAL 145
VAL 145
VAL 145
LYS 87
VAL 145
VAL 145
VAL 145
VAL 145
GLU 131
GLU 131
GLU 131
GLU 131
GLU 131
GLU 131
ASP 128
ASP 128
ASP 128
ASP 128
ASP 128
GLU 131
GLU 131
GLU 131
GLU 131
GLU 131
GLU 131
GLU 131
LYS 135

W 0.07 ILE 149
W 0.08 VAL 150 -0.32 I
M 0.09 GLY 151
W 0.06 ASN 152
N 0.05 SER 153 -0.29 I
10.04 LEU 154 -0.27
10.04 THR 155 -0.24 I
10.03 TLE 156 -0.20 I
10.03 ALA 157 -0.23 N
00.04 ASP 158 -0.26 nmmmm
10.02 PHE 159 -0.2]
10.03 SER 160 -0.19 Il
00.04 CYS 161 -0.25 N
§0.04 VAL 162 -0.26
10.04 SER 163 -0.20 mmm
§0.04 SER 164 -0.22 I
W 0.05 VAL 165 -0.29 I
B 0.05 SER 166 -0.26 I
M 0.06 SER 167 -0.2]
W 0.07 ILE 168 -0.2¢ I
W 0.07 MET 169 -0.31 IS
I 0.09 GLY 170 -0.25 I
N 0.09 VAL 171 -0.23
IN0.10 ILE 172
EN0.11 PRO173

M 0.09 ASP 175
M08 LYS 176

-0.35 I

-0.34 IS
-0.33 I

-0.32 I
-0.39 IS
I 0.09 MET 174 -0.44 I
-0.50 I
-0.45 I
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GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439

M08 GLU 177 -0.55 NN GLN 439

ref largest decrease

00.04 VAL 237 -0.12 1l GLN 439
10.03 GLU 238 -0.09H GLN 439
10.03 LEU 239 -0.08 H PHE 339
10.03 CYS 240 -0.03 1 PHE 339
10.04 ALA 241 -0.09 GLN 439
10.03 LYS242 -007H PHE 339
10.03 ALA 243 -0.06 @ PHE 339
10.04 LEU 244 -0.07H PHE 339
10.04 GLY 245 -0.06 PHE 339
B0.05 LEU 246 -0.10 I GLN 439
H0.04 GLU 247 -0.13 = GLN 439
B 0.05 LEU 248 -0.17 GLN 439
M 0.06 GLU 249 -0.21 I GLN 439
W 0.06 GLN 250 -0.22 I GLN 439
M 0.08 LYS 251 -0.29 I GLN 439
W 0.08 THR 252 -0.31 I GLN 439
Hl0.11 VAL 253 -0.37 I GLN 439
Bl 0.11 ASN 254 -0.40 I GLN 439
Il 0.13 LEU 255 -0.44 I GLN 439
Bl0.11 LEU 256 -0.45 I  GLN 439

Il 0.12 THR 257 -0.5¢ I GLN 439

Il 0.16 LYS 258

-0.60 I GLN 439

I 0.14 GLU 259 -0.53 I GLN 439

I 0.15 HIS 260
I 0.19 LEU 261
I (.16 THR 262
N 0.15 PRO 263

-0.50 M GLN 439
-0.60 I GLN 439
-0.57 I GLN 439
-0.56 I GLN 439

Bl ) |3 GLU 264 -0.43 NN LN 439

Il 0.12 PHE 265

= 0.14 MET 266 -0.51

047 N GLN 439

GLN 439



LEU 261
LEU 261
PRO 173
LEU 261
LEU 261
LEU 261
PRO 173
LEU 261
LEU 261
LEU 261
LEU 261
VAL 145
VAL 145
VAL 145

THR 143
GLU 131
GLU 131
GLU 131
GLU 131
ASP 128
ASP 128
ASP 128
ASP 128
VAL 253
TYR 132
TYR 132
TYR 132
TYR 132

VAL 145
LYS 94
VAL 145
GLY 151
LEU 89
GLY 151
VAL 145
GLY 151
GLY 151
LYS §7
LYS §7
LYS 87
LYS §7
LYS 87
LYS §7
ASP 82
ASN 372
GLY 371
VAL 365
GLY 371
GLY 371
TYR 73
TYR 73
VAL 370
GLU 351
GLU 351
ALA 438
MET 389
GLU 351
GLU 351

W 0.06 PHE 209 -0.05 W
W 0.08 VAL 210 -0.09
009 LEU 211 -0.12
0.08 SER 212 -0.08 ®
W 0.08 GLN 213 -0.09
HN0.10 LYS 214 -0.09
EN0.11 GLU 215 -0.09
H0.09 LYS 216 -0.10 I
I0.09 ASN 217 -0.12 10
ENO0.11 ALA218-0.121H
Il 0.10 GLN 219 -0.12 Il
W 0.08 MET 220 -0.20 I
W 0.07 THR 221 -0.2]1 .
W0.06 LYS 222 -0.20

MW 0.06 LEU 223 -0.20
W 0.07 ILE 224 -0.24 I
W 0.07 LEU 225 -0.25 I
W 0.08 TYR 226 -0.30 .
W 0.07 THR 227 -0.27
H0.07 LEU 228 -0.25 I
W 0.05 HIS 229 -0.16 IE
B0.05 VAL 230 -0.14
W 0.05 SER 231 -0.17 .
10.03 PRO 232 -0.12 1
00.04 PRO 233 -0.14 Il
B0.05 CYS 234 -0.17
10.03 ARG 235 -0.10 =
10.03 ALA 236 -0.10 0

8004 ILE 292 -0.13 N
M0.06 TYR 293 -0.16 mm
R0.05 LEU 294 -0.14
8005 VAL 295 -0.10mm
WO0.07 SER 296 -0.11 =R
WO00T LYS297 -0.14
WO06 TYR298 -0.12 mm
WO0.05 GLY 299 -0.05
B005 LYS 300 -007H
MO.07 ASP 301 -0.08 W
WO0T ASP 302 -005
W 0.06 SER 303 -0.09 W
8005 LEU304 0058
WO0.06 TYR 305 -008
W0.06 SER 306 -0.09 =
w007 LYS307 <008 m
WOO7TGLU 308 0058
W0.06 LEU 309 <008
WO0.07T VAL 310 -0.10 mm
w009 LYS 311 <0.10 gm

BO00S GLN 312 <009 ™
WMOOS ALA3I3 009
BO06 LYS314 <011 0.
004 LEU3IS 005
B0.03 ASN 316 009
BOO04 ALAZIT 00"
BOOS ALA3IS 005
1003 LEU 319 <009
10.03 HIS 320 -0.10 .
8004 PHE 321 <005

GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 358
GLN 358
GLN 358
LYS 398
GLN 358
GLN 358
LYS 398
LYS 398
GLN 439
GLN 439
GLN 439

GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
PHE 339
PHE 339
GLN 439
PHE 339
PHE 339

GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
LYS 47
LYS 47
LYS 47
LYS 47
LYS 47
PHE 339
MET 48
SER 296
MET 48
MET 48
MET 48
MET 48

MET 48
MET 48
MET 48
MET 48
ALA 340
ALA 340
ALA 120
PHE 339
ALA 340
ALA 120

LYS 135
GLU 131
LYS 135
GLN 138
LYS 135
GLU 131
TYR 132
TYR 132
TYR 132
GLU 131
THR 143
ASP 142
VAL 145
VAL 145
VAL 145
VAL 145
THR 143
THR 143
THR 143
TYR 132
TYR 132
TYR 132
TYR 132
TYR 132
TYR 132
ALA 97
THR 143
THR 143

ALA 438
LEU 261
LEU 261
LEU 261
ALA 438
HIS 260
LEU 261
LEU 41

LYS 258
LEU 255
LYS 258
LEU 41

LEU 41

ASP 128
LYS 258
LEU 41

LEU41

ASP 128
ALA 120
VAL 391
VAL 391
PRO 126
PRO 126
PRO 346
PRO 346
ASN 437
GLN 439
ALA 350
GLN 439

EO0.11 LYS 267 -0.47 I
N 0.09 MET 268 -0.42 I
H0.10 ASN 269 -0.43 I

Il 0.14 PRO 270 -0.43 I
Il 0.12 GLN 271 -0.46 I
N 0.12 HIS 272 -0.45 I
N 0.10 THR 273 -0.39 I
W 0.09 VAL 274 -0.32 IS

W 0.07 PRO 275 -0.27 I

M 0.08 VAL 276 -0.30

M 0.07 LEU 277 -0.26 .
W 0.08 ASP 278 -0.28 I
I 0.08 ASP 279 -0.24 N

N 0.09 ASN 280 -0.25 mm—u

HN0.11 GLY 281 -0.29

I 0.12 THR 282 -0.28 I

EN0.11 ILE 283 -0.30 N

I 0.10 VAL 284 -0.27 .

M 0.08 CYS 285 -0.29 I

M 0.05 GLU 286 -0.25 I
H0.04 SER 287 -0.18
10.03 HIS 288 -0.14 Il
W 0.05 GLU 286 -0.25 I
B0.04 SER 287 -0.15
10.03 HIS 288 -0.14 Il
W0.05 ALA 289 -0.18
H0.05 ILE 290 -0.19 I
00.04 MET 291 -0.13 Il

0004 GLU 322 -005 1

0004 SER323 01208
BOO5S GLY 324 -0.10mm
BOOS VAL3IS 00"
WO00T LEU 326 007

W 006 PHE 327 0098
WMOO0T ALA 328 <010
WOO07T ARG 3290040
WO0T LEU 330 -005H
HWO009% ARG 331 -0 1288
008 PHE 332 -0.10
MO0Y VAL33Z 009
WMOOT CYS334 011 mm
009 GLU 33§ -0.24 I
M 008 PHE 332 -0.10mm
MO009 VAL 333 009
WOOT CYS3M 001 mm
W 0.09 GLU 335 -0.24 mm
W 0.09 PRO 336 -0.27 mmm
009 ILE 337 +0.20 .
W 008 LEU 338 -0.26

010 PHE 339 -0.44 I
MO ALA 340 -0.49 Imm————m
010 GLY 341 -0.45 I
0 14 GLY 342 -0.27 m——

N 023 SER 343 -0.2)
M 024 GLU 344 -0.2]
I 025 ILE 345 -0.17 .
W 0 24 PRO 346 -0.14 =8
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GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439

PHE 339
ALA 340
ALA 340
ALA 120
ALA 120
ALA 340
ALA 340
ALA 136
LEU 139
GLN 439
GLN 439
LYS 135
LEU 139
GLN 439
GLN 439
LYS 135
LEU 139
GLN 439
GLN 439
LYS 135
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
LYS 135
LYS 135
ASP 128
ASP 128
ASP 128



GLN 439 I (.33 ALA 347 -0.12 00

GLN 43% W9 ASP 348 <012
GLN 439 5 ARG 349 <000
GLN 439 N 030 ALA 350 -0.11 BN
GLW 430 G s; GLU 351 -0 I
GLN 439 BT TYR 352 <012 00
GLN 43% 9 VAL 353 009 8
GLN 439 SN 020 GLN 354 -0.1] o
GLN 439 W 2 LYS 355 0,05 .
GLN 439 B 16 ALA 356 004
GLN 439 2 TYR 357 -0.13
GLN 439 25 GLN 358 0,17 .
GLN 439 B LEU 359 0,16
GLN 439 B 16 LEU 360 0,15 m
GLN 439 B GLU 361 -0.14
GLN 439 20 ASP 362 <015 M.
GLN 439 B4 THR 363 0,15 0
GLN 439 BT LEU 364 -0.12 B
GLM 439 B 0.7 VAL 365 <012 B
GLN 439 05 ASP 366 <011
GLN 439 .6 ASP 367 -0.10
GLN 439 B 012 TYR 368 -0.05 B
GLN 439 W00 ILE 369 -0.10 W
LYS 311 W08 VAL 370 -0.11
GLM 439 W0.09 GLY 371 -0.12 EE
GLN 439 W0.10 ASN 3T 000 W
GLN 439 W07 SER 373 000
ALA 438 W00 LEU T4 0021
LYS 87 0004 THR 375 <007 0
LYS 87 10.03 ILE 376 -0.05 W
GLU 4358 B0.04 ALA 377 005 W
ALA 438 W0.06 ASP 378 -0.08
GLU 435 10.04 PHE 379 -0.07
GLU 435 10.03 SER 380 -0.09
ALA 438 W0.06 CYS 381 -0.07H
ALA 438 M 0.08 VAL 382 -0.07H
ALA 438 M 0.05 SER 383 -0.07H
ALA 438 M 0.06 SER 384 -0.07H
GLN 439 B O.13 VAL 385 -0.07 W
GLN 439 Il 0.14 SER 386 -0.06 0
ALA 438 BN 0.10 SER 387 -0.07H
GLN 439 BN 0.15 ILE 388 -0.07 M
GLN 439 [N 0.26 MET 389 -0.08 M
GLN 439 I 0.28 GLY 390 -0.09 =
GLN 439 B 025 VAL 391 -0.11 Bl

GLN 439 NN 0.34 ILE 392 -0.12 HE
GLN 439 NSNS 0.42 PRO 393 -0.09 I
GLN 439 SN 0.38 MET 394 -0.09 Il
GLN 430 NN ) |4 ASP 395 -0.11 I
GLN 439 NN 0.40 LYS 396 -0.11 Bl
GLN 439 HEESSSSN 0.43 GLU 397 -0.12 Il
GLN 430 NN 0.40 LYS 398 -0.14 I
GLN 439 NN 033 PHE 399 -0.13 Il
GLN 439  pm 0.32 PRO 400 -0.12 mm

GLN 439 I 0.25 LYS 401 -0.12
GLN 439 I 0.24 TLE 402 -0.11 Il
GLN 439 I (.25 TYR 403 -0.10 =
GLN 439 I 0.25 GLY 404 -0.10 Il

ILE 352
FRO 126
ASP 128
ILE 392
GLY 122
GLY 122
GLY 122
GLY 122
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
LYS 47
LYS 47
LYS 47
LYs &7
LYs 47
LYS 47
PHE 339
PHE 339

ALA 120
PHE 339
PHE 339
ALA 120
ALA 120
PHE 339
PHE 339
ALA 120
ALA 120
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120

ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120

GLM 439
GLN 439
GLM 439
GLM 439
GLM 439
GLN 439
GLN 439
GLM 439
GLM 439
ALA 438
GLM 439
GLN 439

GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 439
GLM 439
LN 439
GLN 439
GLN 439
GLN 43%
GLN 439
GLN 439
GLN 439
ALA 438
GLN 439
GLN 439
ALA 438
LEL 431
ALA 438
GLN 439
GLN 439
ATA 438
ALA 438
GLN 439
AT A 438
LEU 41
GLN 439
GLN 439
LEU 41
VAL 391
GLY 390
GLY 390
VAL 391
PRO 393
GLN 439
PRO 393
SER 343
PRO 393

1S TEF 405 <010 .
.20 LEU 4046 005 1l
.22 ASP 407 -0.08
0.7 ARG 408 -0.02 W
013 LEU 409 -0.07 W
015 LYS 410 <007 N
015 ALA 411 =007 H
009 LEU 412 -0.06 0
MO0 PRO41Y 0050
B0.04 TYR 414 -0.05 0
WO056 TYR 415 0050
005 GLLU 416 0050

25 LYS5 400 0002
.24 TLE 402 -0 .
025 TYR 403 <0010 W
025 GLY 404 <000 .

I 1% TREF 405 <010
020 LEU 406 -0.09 11
2T ASE 407 <005 m
. 0T ARG 408 <005
013 LEU 409 -0.07 W
05 LYS 410 -0.07m
015 ALA 411 007 H
009 LEU 412 0060
008 FRO413 0050
B0.04 TYR 414 00510
W0.06 TYR 415 -0.05 0

W 008 GLU 416 -0.05 0
D008 ALA 417 0004 W
10,03 ALA 418 -0.06 0

H0.04 ASN 419 -0.05H
0.09 GLY 420 -0.05 W
W 0.07 SER 421 -0.06 0
10.04 GLY 422 -0.06
W0.08 ALA 423 -0.07H
N 0.14 GLU 424 -0.09 =
W 0.06 GLN 425 -0.07H
10.04 VAL 426 -0.07H
ENO0.12 ALA 427 -0.10 8
I 0.15 GLN 428 -0.09
W0.05 PHE 429 -0.08
EN0.10 VAL 430 -0.10 IH
N 0.20 LEU 431 -0.10 IH

E0.13 SER 432 -0.14 .
Bl 0.12 GLN 433 -0.2] .
N 0.19 LYS 434 -0.17 Il
I 0.25 GLU 435 -0.18
N 0.19 LYS 436 -0.29 I
I 0.23 ASN 437 -0.3]1
I 0.29 ALA 438

-0.25 .
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ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 347

ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 120
ALA 347
ALA 347
PHE 339

PHE 339
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
ALA 347
VAL 230
LEU 139
LYS 135
THR 257
LEU 256
LYS 135
THR 257
THR 257
THR 257
LYS 178

ASP 395 I ( 14 GLN 439 -0.c0 NN | VS 258

Fonte: Construido com dados da pesquisa





