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INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa) € uma cultura agricola de grande interesse e importancia mundial,
tanto pelo seu peso na agroindustria quanto pelo seu valor nutricional. 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 conjugacao do
tripeptideo glutationa a um composto hidrofébico, tornando-o mais solivel e menos toxico
(MARRS, 1996), mantendo assim a homeostase celular.

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 visa descrever a melhor posicdo de orientacdo da
molécula ao seu ligante.

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

tolerancia a herbicidas a plantas.

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br

www.conapesc.com.br



so naclonal
DE PEEQUISA E
JLNSinO em

CIENCIAS

METODOLOGIA

O modelo validado e refinado teve sua estrutura depositada no PMDB-- Protein Model DataBase
(https://bioinformatics.cineca.it/PMDB/) e encontra-se disponivel para acesso publico através do
cédigo PM0079277.

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.

Os 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 pardmetros de carga Gasteiger
(GASTEIGER; MARSILI, 1980). A estrutura da OSGSTU4 foi obtida a partir do arquivo .pdb do
modelo teorico, o qual foi convertido para arquivo .pdbgt no Autodock e foi adicionado hidrogénios
e parametros de carga Kollman (WEINER et al. 1984). A glutationa foi tratada como co-fator.

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 através do algoritmo genético lamarckiano (LGA). 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 efetuar o calculo da energia de interacdo atdmica do receptor e
do ligante (GOODFORD, 1985). O uso de grids neste trabalho teve a finalidade de construir uma
caixa de pontos reticulados regularmente espagados, 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 ligacdes de hidrogénio. Os pardmetros usados para
simulagBes foram os seguintes: 10.000 réplicas, analises de energia a cada 1.500.000 e 27.000
geracOes, tamanho populacional de 150 e taxas de mutacdo e crossing-over de 0,02 e 0,08
respectivamente. Foram geradas 10 conformagdes que foram ranqueadas com base na menor

energia e analisadas no VMD (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).

RESULTADOS
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 o0s scores de energias intermoleculares, energia de ligacdo e ligacOes de hidrogénio,
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evidenciando os &tomos (e residuos) da proteina e do ligante que apresentam interacGes favoraveis

para 0 modelo, conforme descrevem Morris et al. (2009).
Os resultados da Tabela 1 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 1. Resultados dos complexos ranqueados pelo autodock no docking do bentazon

Complexo Energia de ligacéo Energia intermolecular Ligacdes 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: Tabela produzida pelo desenvolvedor da pesquisa.

Com relacdo ao herbicida bentazon, o primeiro dos resultados ranqueados pelo autodock
pode ser visualizado na Figura 1. 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 0s mais proximos atomos de residuos de aminoacidos que circundam o
ligante a uma distancia de 4 A, que por sua vez esta representado em verde. Salienta-se que o
padrdo de 4 A foi escolhido para avaliar residuos que estavam a uma distancia que possibilitem uma
interacdo atdbmica (BUENO, M.A 2015, OLIVEIRA, B.G. 2012).
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Figura 1. Visualizacéo e caracterizagdo dos resultados obtidos para o bentazon feitos por meio do

programa autodock.

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

Foi feita, por meio de ferramentas do programa Visual Molecular Dynamics, a
caracterizacio de atomos dos residuos sob a referida distancia de 4A, que podem ser observados em
detalhe nas Figuras 2, onde foi dividido cada resultado com sua respectiva letra, e nimeros

indicando cada uma das duas representacgdes criadas para cada resultado.

Figura 2. Representagdo do sitio ativo, identificacdo dos residuos e suas respectivas distancias até o ligante,

em duas perspectivas diferentes sobre o mesmo ponto (“a” e “b”).

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

Complementando as informacdes da Figura 2 (Al e A2) , a Tabela 2 apresenta os &tomos de
residuos de aminoécidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas respectivas distancias
até atomos do ligante, onde podemos observar os atomos dos residuos valina 105, e glicina 75, se
ligando a atomos de oxigénio, a distancia de dentro dos padrdes pre-estabelecidos, reforcando a
hip6tese de houve ligacbes entre os complexos. (BUENO, M.A 2015, OLIVEIRA, B.G. 2012)

Tabela 2. Lista de &tomos de residuos préximos pertencentes ao bentazon, atomos usados como
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correspondentes no ligante e suas respectivas distancias em angstroms no output nimero um.

Atomos de residuos proximos ~ Atomo usado de referéncia (ligante)  Distancias respectiva(A)

Vall05:CG’ <0>0:C8 3.38
ALA106:HN <0>0:C7 3.25
ARG102:0 <0>0:C7 2.79
VALI105:CG’ <0>0:C1 3.58
ALA106:HN <0>0:C1 3.45
ARG102:HE <0>0:02 3.71
GLN75:2HE2 <0>0:N2 2.11
GLN75:1HE2 <0>0:03 1.78

Fonte: Tabela produzida pelo desenvolvedor da pesquisa.

O complemento para as informacGes Figura 2 (B1 e B2) é a Tabela 3, que tras listados os
atomos de residuos de aminoacidos circunvizinhos a distancias menores de 4 A e suas respectivas
distancias até atomos do ligante. Reforcando a hipdtese do primeiro resultado ranqueado pelo

programa.

Tabela 3. Lista de &tomos de residuos préximos pertencentes ao bentazon, atomos usados como

correspondentes no ligante e suas respectivas distancias em angstroms, no output nimero dois.

Atomos de residuos proximos  Atomo usado de referéncia (ligante)  Distancias respectiva(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
VAL105:CG’ <0>0:C8 3.37
ALA106:CB <0>0:C7 3.08

Fonte: Tabela produzida pelo desenvolvedor da pesquisa.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos para o modelo desenvolvido e estudado neste trabalho sdo consistentes
e permitem confirmar a sua estabilidade fisico-quimica estrutural, evidenciando a ligacdo do
OsGSTU4 ao herbicida bentazon. O estudo apresenta importancia biotecnolégica para a
agroindustria e industria de defensivos agricolas, visto que a compreensao 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 manutencao.
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