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RESUMO

As glutationas S-transferases constituem uma superfamilia de enzimas envolvidas em reagdes
de desintoxicacdo celular em varios organismos. Na classe epsilon desta superfamilia, a
AaGSTE2 (glutationa S-transferase epsilon 2 de Aedes aegypti) tem sido associado a
resisténcia a diversos inseticidas quimicos. O uso indiscriminado destes compostos quimicos
para o combate do mosquito transmissor de vdrias doengas, como a dengue, acabou
selecionando uma variedade de insetos resistentes. A capacidade que estas enzimas
apresentam de evoluirem também contribuiu para a ocorréncia deste fendmeno.
Considerando-se que a fungdo de uma enzima estd intimamente relacionada com sua estrutura
tridimensional, ferramentas da bioinformatica como modelagem por homologia vem sendo
aplicado no estudo de elucidacdo de proteinas. Sendo assim, diante da disponibilidade da
sequéncia desta enzima em banco de dados, o presente trabalho teve como objetivo construir
um modelo para a AaGSTE2, através do uso de técnica computacional, utilizando o método
de modelagem por homologia. A sequéncia de referéncia (molde) utilizada para constru¢do do
modelo foi uma glutationa S-transferase classe epsilon de Anopheles gambie por apresentar
identidade de 71%, a mesma foi obtida no banco de dados PDB. O modelo foi construido com
o auxilio do software Swiss model e validado através do programa PROCHECK. Com o
auxilio do GHECOM também foi realizado uma busca dos aminoacidos que estariam
participando do sitio catalitico da GST. Em seguida, com o modelo construido, foi realizado
docking molecular com os compostos DDT, Carbaril e CDNB contra a GST no programa
AUTODOCK 1.5.6, para verificagdo de possiveis conjugagdes entre os substratos e a enzima.
Os resultados da modelagem e do docking molecular mostraram que a AaGSTE2 tem
potencial de ligagdo com os inseticidas estudados. Assim, conclui-se que a metodologia usada
na pesquisa poderd servir em estudos futuros para elucidacdo de proteinas. Como também &
possivel realizar estudos de docking molecular com outros tipos de inseticidas quimicos com

o modelo da enzima construido.

PALAVRAS-CHAVE: GST. Modelagem Comparativa. Atracamento molecular.

Bioinformatica.



ABSTRACT

Glutathione S-transferases are a superfamily of enzymes involved in cell detoxification
reactions in wide range of organisms. In mosquito there are at least six classes of GSTs In the
epsilon class of this superfamily, AaGSTE2 (glutathione S-transferase epsilon 2 from Aedes
aegypti) has been associated with resistance to various chemical insecticides. The
indiscriminate use of these compounds to combat mosquitoes that transmit several diseases,
such as dengue, ended up selecting a variety of resistant insects. The ability of these enzymes
to evolve also contributed to the occurrence of this phenomenon. Considering that the
function of an enzyme is closely related to its three-dimensional structure, bioinformatics
tools such as homology modeling has been applied in the study of protein elucidation. Thus,
due to the availability of the sequence of this enzyme in a database, the present work aimed to
construct a model for AaGSTE2, by computational techniques, such as the homology
modeling method. The reference sequence (template) used to construct the model was an
epsilon Stransferase glutathione class of Anopheles gambiae for presenting 71% identity, the
same was obtained in the PDB database. The model was built with the help of Swiss model
software and validated through the PROCHECK program. With the help of GHECOM, a
search of the amino acids that were participating in the GST catalytic site was also carried out.
Then, with the model built, molecular docking was performed with DDT, Carbaryl and
CDNB against GST in the AUTODOCK 1.5.6 program, to verify possible conjugations
between the substrates and the enzyme. The results of modeling and molecular docking
pointed a possible role of AaGSTE?2 in insecticide resistance. Additionally, it can be conclude
that the methodology used in the research may be useful in future studies to elucidate
proteins. As it is also possible to perform molecular docking studies with other types of

chemical insecticides with the model of the enzyme constructed.

KEY-WORDS: GST. Comparative modeling. Molecular docking. Bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

A dengue ou febre do dengue configura-se como uma doenga reemergente, tornando-
se um dos principais problemas de saide publica no mundo. Esse cendrio se agrava
principalmente nos paises tropicais devido as condi¢des climdticas que acaba favorecendo a
proliferacio do Aedes aegypti, principal mosquito vetor (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

O Aedes aegypti, assim como outras espécies de mosquitos vetores possui origem
silvestre e ao longo dos anos, devido a destruicio do seu habitat natural ocasionada pelas
pressdes humanas, uma grande variedade deste culicideo acabou se adaptando ao ambiente
urbano passando a adquirir novos hdbitos. Essa mudanga propiciou uma grande afinidade
deste mosquito pelo homem. O comportamento estritamente sinantrépico, antropofilico e
hematofédgico foi adquirido durante essa evolugdo. Devido a isto, a incidéncia das doencas
transmitidas por este vetor aumentou drasticamente ao longo do tempo (NATAL, 2002). Por
falta de vacinas e/ou medicamentos eficazes para o combate das enfermidades transmitidas
por esse vetor, o controle das doencas passou a ser fortemente centralizado no mosquito
(PAIVA, 2013).

Uma das estratégias utilizadas para o combate do Aedes aegypti consiste no uso de
inseticidas quimicos, porém, o uso indiscriminado destes pesticidas tem levado ao
desenvolvimento continuo da resisténcia (OLIVEIRA, 2014). A resisténcia a inseticidas esta
associada a intensa pressdo seletiva dos individuos que possuem alelos que conferem
resisténcia (BRAGA; VALLE, 2007). Outro mecanismo que pode estar associado a
resisténcia a inseticidas, € devido o fato de algumas enzimas apresentarem evolutibilidade,
formando rearranjos estruturais, e assim, mudando sua forma estrutural e consequentemente
sua funcdo, havendo a possibilidade de se ligarem a diferentes substratos (TOKURIKI;
TAWFIK, 2009). Esse conceito pode explicar a capacidade de algumas enzimas apresentarem
potencial de metabolizacdo de véarios compostos, como € o caso das enzimas Glutationas S-
transferases (GSTSs).

Essa superfamilia de enzimas ja é bastante estudada, sendo associada ao processo de
detoxificacdo de compostos enddgenos e exdgenos em organismos eucariotos. A capacidade
de metabolizar diversos componentes toxicos hidrofilicos e hidrofébicos, tais como: drogas,
inseticidas e substratos toxicos enddgenos pela catdlise da conjugagdo da GSH ao centro
hidrofilico dos substratos se dd devido ao amplo espectro de especificidade que estas enzimas

desenvolveram (OLIVEIRA, 2014).
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As GSTs da classe epsilon (GSTE) constituem o grupo de enzimas mais importantes
no papel de conferir resisténcia a organoclorados e carbamatos em diferentes espécies de
insetos como no Aedes aegypti, Anopheles culicifacies, An. stephensi, An. fluviatilis e
Anopheles gambiae (RANSON et al., 2001; LUNJUAM et al., 2005; CHIU et al., 2008;
MAIA, 2014). Sendo assim, ferramentas da bioinformatica como as técnicas de modelagem e
docking molecular vém sendo bastante utilizadas para se desvendar o papel de proteinas
detoxificadoras de inseticidas, como Glutationa transferases (BAUDRY et al, 2003).

Assim, tendo em vista que a enzima Glutationa S-transferase classe Epsilon 2 de
Aedes aegypti (AaGSTE2) ainda ndo tinha sua estrutura elucidada, mas sua sequéncia
priméria encontra-se disponivel no banco de dados NCBI, o presente trabalho teve como
objetivo construir um modelo tridimensional e vélido para a AaGSTE?2, através da técnica de
modelagem comparativa ou modelagem por homologia. Assim, como também validd-lo e na
sequéncia realizar simulagdes de docking com os compostos quimicos, DDT, Carbaril e

CDNB contra a GST.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Elucidar a estrutura da AaGSTE?2 e seu modo de ligacdo com inseticidas quimicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Construir um modelo tridimensional da AaGSTE2 utilizando o método de

modelagem por homologia e validé-lo;

- Identificar complexos proteina-ligante através da técnica de docking molecular;

- Identificar qual inseticida apresentou uma menor energia livre de ligagao;

- Identificar os aminodcidos da glutationa que interagem com os ligantes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A DENGUE COMO PRINCIPAL ARBOVIROSE TROPICAL

A dengue € classificada como uma das principais arboviroses tropicais que afeta o
homem, e constitui-se como um sério problema de saide publica no mundo (PORTAL DA
SAUDE, 2017). Segundo dados do portal da satide (2017), nas dltimas 5 décadas a incidéncia
aumentou 30 vezes devido a expansdo geografica, chegando a habitar pequenas cidades e
areas rurais. Estima-se que, anualmente, aproximadamente 50 a 100 milhdes de pessoas sao
infectadas e que, 2,5 milhdes de pessoas vivam em paises onde o dengue € endémico (BHAT
etal., 2013).

O ciclo de transmissio da dengue envolve dois hospedeiros: um hospedeiro

vertebrado, o ser humano; e um hospedeiro artrépode, os mosquitos do género Aedes (Figura

I).

Figura 1: Ciclo de transmissdo da dengue
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Fonte: www.abeb.com.br

Dois tipos de mosquitos do género Aedes podem sustentar a transmissao do agente
etiolégico da dengue: o Aedes aegypti, um mosquito altamente domesticado e o Aedes
albopictus. Entretanto, o Aedes aegypti classifica-se como principal vetor, devido a sua

incidéncia ser maior em espagos urbanos, tornando-o mais préximo do homem (LIMA, 2009).
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Também vale ressaltar que apesar da transmissdo do agente etioldgico ocorrer principalmente
por meio da picada das fémeas, outros tipos de transmissdo podem ocorrer até mesmo quando
estas ocorréncias sdo consideradas muito raras. J4 foram registrados casos de transmissao
vertical, da gestante para o bebé, e por transfusdo sanguinea (DIAS er al., 2010;
DUARTE, 2015).

A dengue € a enfermidade viral transmitida por mosquito de mais rdpida propagacdo
no mundo. A prevaléncia e, principalmente a incidéncia desta doenca, resulta em gastos
elevadissimos para as autoridades, devido aos custos provenientes das hospitalizacdes e
tratamentos; campanhas e programas de combate ao vetor, educa¢do e mobilizacdo social,
entre outros componentes. Além disso, existem também os custos pessoais gerados pela
infeccdo, tais como por afastamento do trabalho no periodo de convalescéncia, tratamento,

complicagcdes e morte devido a infec¢do (ROMERO, 2014).

3.2 CARACTERISTICAS GERAIS DO Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Devido ao seu papel como transmissor da dengue, como j4 foi relatado neste trabalho,
febre amarela (NATAL, 2002), Chikungunia (TAIUL, 2014) e zika virus (WHO, 2016), o
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é classificado como um dos principais problemas em sadde
publica (BESERRA et al., 2009).

Este culicideo é originario da Africa, e assim como outras espécies desse género, tem
origem silvestre (NELSON, 1986; ROMERO, 2014). Sendo notadamente descrito no Egito, o
que lhe conferiu seu nome especifico (Aedes aegypti), ele tem acompanhado o homem em sua
permanente migracdo (BRAGA; VALLE, 2007). Sua distribui¢do ocorre principalmente em
regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo, principalmente dentro dos limites de
latitude 35°N e 35°S, correspondendo a uma isotérmica de verdo de 10°C, figura 1. A
preferéncia destes mosquitos por essas regides € devido ao clima que estas apresentam, ja que
um ambiente mais quente e de altas pluviosidades favorece a sua reproducdo (NELSON,

1986; ROMERO, 2014).
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Figura 2: Paises e dreas de risco de transmissio da dengue, caracterizando uma maior
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Fonte: Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica (2015)

Ao longo do tempo esta espécie foi se adaptando ao domicilio e peridomicilio humano

e com isso os adultos passaram a habitar o interior das casas, ficando mais préximo do

homem (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). O ciclo bioldgico desta espécie é

bem curto com duracdo de 15 a 30 dias, compreendendo as fases de ovo, quatro estadios

larvais (L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto (figura 2) (SANTOS, 2008). A proliferacdo das larvas

ocorre principalmente em pequenas colecdes de dguas rasas e limpas no solo, recipientes

artificiais e em locais sombreados (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Figura 3: Ciclo de vida do Aedes aegypti
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O mosquito Aedes aegypti tem hébitos diurnos e, sua atividade alimentar inicia-se
principalmente ao amanhecer e se estende durante todo o dia (ROMERO, 2014),
apresentando, assim, picos de atividade hematofédgica durante o periodo matutino e vespertino
(SANTOS, 2008). O comportamento hematofdgico desenvolvido por estes mosquitos estd
estritamente alusivo as fémeas, ja que estas se alimentam preferencialmente do homem, pois a

albumina presente no sangue é necessdria para a maturacio dos ovos (MINISTERIO DA

SAUDE, 2009).

3. 3 USO DE INSETICIDAS QUIMICOS COMO MEDIDA DE CONTROLE DO Aedes
aegypti

Com a descoberta por volta do final do século XIX de que artrépodes e algumas
espécies de insetos seriam os responsaveis pela transmissdo de vérias doengas graves, como o
caso da dengue, e tendo em vista que medicamentos e/ou vacinas ainda ndo estavam
disponiveis para a preven¢do contra a maioria delas, a medida mais estratégica para o controle
da transmissdao das doengas passou a ser centralizado no combate ao vetor (ROZENDAAL,
1997).

Uma das estratégias utilizada para o controle de vetores consiste no uso de inseticidas
quimicos. Este tipo de manejo se baseia no uso de produtos quimicos para eliminar ou
controlar vetores e oferece como principais vantagens, a rapidez e a facilidade com que atuam
(PAIXAO, 2007). De acordo com Braga e Valle (2007), esta “¢ uma das metodologias mais
adotada como parte do manejo sustentdvel e integrada para o controle de vetores em Saude
Publica”.

O uso deste método vem sendo adotado desde o século passado. Em relacdo ao Aedes
aegypti, os primeiros programas de controle desse mosquito estavam voltados a febre amarela
e foram iniciados em Cuba e no Panam4, onde as residéncias eram tratadas com piretrina e
petréleo (OPS, 1995). Outros compostos, como o arsenito de cobre e o verde Paris, também
foram usados no combate do mosquito por muitos anos. Porém, estes compostos
apresentavam grandes desvantagens, como custo elevado, necessidade de repetidas aplicagcdes
e principalmente grau de toxicidade alto. Diante disso, outros tipos de inseticidas para
substituir os ja utilizados foram desenvolvidos (OLIVEIRA, 2014).

Por volta dos anos 1940, um novo inseticida de efeito residual, passou a ser usado de

forma revoluciondria no combate de mosquitos em geral, o dicloro-difenil-tricloroetano
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(DDT). Este inseticida apresentava como grande vantagem um efeito prolongado, pois,
quando aplicado em tetos e paredes das casas, permanecia ativo contra insetos por Varios
meses (BRAGA; VALLE, 2007; PAIXAO, 2007). Todavia, como populagdes de mosquitos
foram se tornando resistente a este inseticida, como o caso do Aedes aegypti, outros
compostos passaram a ser usados no manejo de vetores como forma alternativa (OPS, 1986).
Produtos quimicos do grupo dos carbamatos e organoclorados, por exemplo, sdo usados como
inseticidas no controle de vetores até hoje (BISSET, 2002; FLORES et al., 2004). Todos os
inseticidas destes grupos sdo neurotoxicos, portanto, atuando sobre o sistema nervoso central

dos mosquitos (FLORES et al., 2004; BRAGA; VALLE, 2007; PAIXAO, 2007).

3.4 RESISTENCIA A INSETICIDAS QUIMICOS

Os produtos quimicos passaram a ser usados de forma tao indiscriminada e continuada
no combate de vetores na area da satde publica que com o tempo acabaram causando sérios
problemas. O controle de mosquitos, entdo, passou a ser tornar bastante dificil, pois, o uso
frequente destes compostos acabou provocando o aparecimento de populacdes de insetos
resistentes. Para todas as classes de inseticidas tem sido constatada resisténcia, afetando
profundamente o ressurgimento das doencas causadas por vetores (BROGDON;
MCALLISTER, 1998; BRAGA; VALLE, 2007), ja que os inseticidas ainda continuam sendo
usados nos programas de controle, mesmo existindo outros meios alternativos (BRAGA;
VALLE, 2007). Estima-se que mais de 450 espécies de artropodes vetores tenham
desenvolvido resisténcia (KARUNAMOORTHI; SABESAN, 2012; OLIVEIRA, 2014).

A resisténcia pode ser definida como a capacidade que uma determinada populacio de
insetos possui em tolerar doses de um determinado téxico, que quando aplicado em condicao
normal seria letal (MOHAMMED; ABDULSALAM; DEENI, 2015). Esse fendmeno
caracteriza-se como uma causa genética. Dessa forma, uma determinada populacdo de insetos
pode apresentar uma propor¢do de individuos que apresentem alelos que lhes confiram
resisténcia a um determinado composto quimico. Como estes pesticidas matam apenas alelos
suscetiveis e ndo alelos resistentes, como resultado do uso intenso destes produtos quimicos
acaba surgindo cepas resistentes (BRAGA; VALLE, 2007).

Outro mecanismo que pode, hipoteticamente, estar relacionado a resisténcia € a
habilidade que algumas proteinas t€ém de apresentar evolutibilidade, que é a capacidade destas

fazerem rearranjos estruturais, mudando sua forma estrutural e consequentemente sua funcao,
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assim, havendo a possibilidade de se ligarem a diferentes substratos (TOKURIKI; TAWFIK,
2009). Recentemente vem sendo apontadas varias evidéncias de que esta promiscuidade
funcional das enzimas estd diretamente relacionada com a flexibilidade da dindmica de sua
estrutura (TOKURIKI; TAWFIK, 2009). Deste ponto de vista, portanto, certas proteinas em
seu estado nativo teriam a capacidade de se enovelarem por diferentes caminhos a fim de

originarem um conjunto de subestruturas alternativas, capazes de se ligarem a diferentes

ligantes (MAIA, 2014), figura 4:

Figura 4: Esquema da dindmica estrutural e funcdo protéica. O modelo pressupde que a
proteina apresenta um conjunto de conformagdes, onde o estado nativo PN interage com o
ligante nativo N. Conférmeros alternativos representam variacOes na estrutura, variagdes na
cadeia lateral e loops de sitio ativo. Fungdes alternativas podem ser mediadas por

conformeros menores (por exemplo, P4), como a interagdo promiscua com L *.
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Fonte: TOKURUKI e TAWFIK (2009)

3.5 GLUTATIONAS S-TRANSFERASES

3.5.1 Definicao e Classificacao

As Glutationa S-transferases (GST, EC 2.5.1.18) compreendem uma superfamilia de
enzimas multifuncionais, que participam do sistema de detoxificacio de fase II em
organismos eucariontes. S3o enzimas que catalisam varios compostos xenobidticos, incluindo

inseticidas, em produtos soliveis (ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005; HAYES et
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al, 2005). Esta familia de proteinas encontra-se distribuida na natureza em trés classes
superiores e sdo codificadas por distintas familias multigénicas, estando classificadas de
acordo com sua localiza¢do dentro da célula (ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005;
FROVA, 2006): GSTs citosolicas (ou soliveis), GSTs microssomais (associadas as
membranas) e GST mitocondrial (FROVA, 2006). No entanto, até 0 momento apenas duas
classes de GTSs foram encontradas em insetos, as citosdlicas e microssomais (LUNJUAM et
al., 2007). Apesar de estarem presentes em insetos e desempenharem atividades cataliticas
similares as citosélicas, as GSTs microssomais niao se encontram envolvidas com a
metabolizacio de inseticidas. Em contrapartida, as GSTs citosélicas encontram-se distribuidas
em maior abundancia em diversos organismos, como € o caso dos insetos (ENAYATI;
RANSON; HEMINGWAY, 2005).

Atualmente, as GSTs estdao aglomeradas em vérias classes de acordo com vdrios
critérios, tais como: identidade de sequéncia, estrutura fisica dos genes e presenca de
dominios conservados (FROVA, 2006). A subfamilia das GSTs citosélicas estd representada
por pelo menos seis classes em insetos: sigma, delta, teta, omega, zeta, epsilon (RANSON et
al., 2001; LUMJUAN et al., 2007), tendo sido encontrados membros destas seis classes de
GST em culicideos, como o vetor da maldria Anopheles gambie e na mosca-da-fruta
Drosophila melanogaster (RANSON et al., 2002). Delta e epsilon sdo exclusivos desse
grupo. Elas compreendem mais de 65% de GSTs citosélicas encontradas nesses individuos
(RANSON et al., 2002). Além disso, essas duas classes englobam a maior parte de GSTs
envolvidas no metabolismo de xenobidticos de insetos. As demais classes, teta, Omega, zeta e
sigma, possuem uma distribuicdo bem mais ampla entre os grupos taxondmicos
(WILDENBURG et al., 1998).

A nomenclatura das GSTs dos insetos consta de trés partes: nome da espécie a qual
esta faz parte; a propria classe GST e o nimero de acordo com a ordem de sua descoberta
(CHE-MENDONZA et al., 2009). Por exemplo, uma proteina identificada por AgGSTDI,
significa que esta € uma GST de Anopheles gambiae, da classe Delta descoberta pela primeira

vez (MAIA, 2014).

3.5.2 Estrutura e mecanismo de aciao das GSTs citosolicas

As GSTs citos6licas sdo formadas por duas subunidades, cada uma medindo

aproximadamente 25 kDa (ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005), podendo ser
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homodiméricas ou heterodiméricas (MANNERVIK; DANIELSON, 1988). A cadeia
polipeptidica de cada mondmero dobra-se em dois dominios (N-terminal e C-terminal), e
estes se unem por uma alca. Cada dominio apresenta um sitio de liga¢do especifico. O
dominio N, composto de quatro folhas beta e trés hélices, adota conformacdo semelhante ao
dominio da tiorretoxina encontrado em muitas proteinas que se ligam as GSH ou cisteina.
Essa regido, mais conservada e altamente especifica para este tripeptideo, é constituida por a
maioria dos residuos envolvidos na ligacdo da glutationa GSH (sitio G), figura 5. Ja o
dominio C, consiste de um nimero varidvel de alfas-hélices. Nesta regido, situam-se os
residuos do sitio H ou sitio de ligacdo do substrato hidrofébico eletrofilico. Essa estrutura
apresenta uma maior especificidade e flexibilidade, podendo se ligar a varios substratos

(SHEEHAN et al., 2001; ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005).

Figura 5: Representacdo da estrutura quimica da GSH, formado por glutamato, cisteina e

glicina
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Em uma reacdo de conjugacdo catalisada por uma GST, uma molécula de GSH
reduzida se combina com uma molécula de um composto especifico (ENAYATI; RANSON;
HEMINGWAY, 2005), geralmente citotoxico, que ao ligar-se ao grupamento eletrofilico,
ocorrerd oxidacdo, passando do estado reduzido para o estado oxidado, e assim, resultando
num componente mais solivel em dgua e facil de ser excretado (MAIA, 2014).

O processo ocorre da seguinte maneira (figura 6): o substrato lipofilico se liga ao sitio
H, enquanto o residuo do sitio G interage ativando o grupo sulfidril da glutationa
(evidenciado em vermelho na figura 6), e como conseqiiéncia ha a sua reducao, gerando um

anion tiolato, onde este acaba adquirindo a capacidade de interagir com o substrato



30

hidrofébico ligado ao sitio H da enzima. Esse processo de conjugacio acaba neutralizando os
dominios eletrofilicos do substrato e assim, tornando-os mais soliveis (HEMINGWAY et al.,

2004; ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005; MONTELLA; 2008).

Figura 6: Representacdo esquematica de conjuga¢do GSH- Xenobiodtico. A letra “X”

representa o substrato lipofilico. Em vermelho representa o grupo sulfidril da glutationa.
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Fonte: MEDEIROS (2011)

3.5.3 Classe de GST citosolicas associada a resisténcia a inseticidas

A classe Epsilon das GSTs (GSTE) citosélicas especifica de insetos, compreende uma
das subfamilias mais importantes em conferir resisténcia a compostos quimicos, como por
exemplo, organoclorados e organofosforados (LUJUAM, 2007) e, recentemente um estudo
realizado por Ibtissem et al. (2012) com GSTs de Octodrilus complanatus comprovaram um
papel dessas enzimas na resisténcia a carbamatos.

Em culicideos, recentemente varios estudos comprovam um envolvimento direto de
um membro da classe epsilon na resisténcia aos inseticidas, como o Aedes aegypti e
Anopheles gambiae (STRODE, 2008; LUNJUAM, 2011; RIVERON, 2014; HELVECIO,
2014). As sequéncias da classe epsilon de Aedes aegypti ja foram anotadas (LUNJUAM et al.,

2007) e encontram-se disponiveis em bases de dados como genbank e vectorbase.
3.6 DETOXIFICACAO DE INSETICIDAS PELAS GSTs

A grande capacidade das GSTs apresentar atividade de detoxificacdo de xenobiodticos,
como, por exemplo, os inseticidas, implica diretamente na metabolizacdo destes compostos

(MAIA, 2014). Na literatura, ha diversos estudos que comprovam o envolvimento destas
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enzimas na detoxificacdo de vdrias classes destes inseticidas. No presente trabalho os

compostos investigados fazem parte do grupo dos organoclorados e carbamatos.

3.6.1 Organoclorados (OCs)

Os organoclorados sdo hidrocarbonetos clorados, portanto, constituidos por carbono,
hidrogénio e cloro (YOGUI, 2002; BRAGA; VALLE, 2007) e estdo distribuidos em quatro
grupos: difenil-alifaticos, hexaclorociclohexanos, ciclodienos e policloroterpenos (WARE;
WHITACRE, 2004; OLIVEIRA, 2014).

Tratando-se dos compostos do grupo difenil-alifaticos, no qual o DDT faz parte, estes
foram os primeiros inseticidas a serem usados no controle de pragas em larga escala (YOGUI,
2002). O entomologista suico, Dr. Paul Muller, foi o responsdvel pela descoberta da
propriedade deste composto como inseticida, em 1939, chegando a ganhar o Prémio Nobel de
Medicina, em 1948. Seu uso estava voltado para o controle da maldria, febre amarela e muitas
outras doengas vetadas por insetos (WARE; WHITACRE, 2004). De acordo com Oliveira
(2014 apud BECKER et al., 2010), apesar do modo de acdo do DDT ainda ndo ter sido
definido, é notdrio que este age no canal de sddio, provavelmente abrindo-o e mantendo
aberto, assim, destruindo o equilibrio de fons s6dio e potdssio dos axonios. Em conseqiiéncia,
a transmiss@o dos impulsos nervosos de insetos e mamiferos sdo interrompidos. Seu efeito
estd diretamente correlacionado com a temperatura negativa: quanto mais baixa a temperatura
ambiente for, mais toxico se torna para insetos (WARE; WHITACRE, 2004).

A catalisacdo de organoclorados por GSTs podem ocorrer através de duas reacdes de
hidrocarbonetos halogenados: conjugacdo com o GSH e dehidroclorinagdo (TANG; TU,
1994). No caso do DDT, a reacdo de dehidroclorinacdo € a principal via de detoxifica¢do para
este inseticida (HAYES; WOLF, 1988), sendo este mecanismo de resisténcia mais presente
em mosquitos (BROWN, 1986; HEMINGWAY, 2000). Essa atividade que as GST podem
apresentar ¢ conhecida como dehidroclorinase ou DDTase, como assim também pode ser
chamada (HEMINGWAY et al., 2004).

Na reagdo (figura 7), o grupamento tiol (S°) gerado no sitio ativo da GSH remove um
atomo de hidrogénio da molécula de DDT, e como resultado hé a elimina¢do de um dtomo de
cloro. Esse processo acaba gerando um metabdlito menos téxico, o DDE
(Diclorodifenicloroetano) (HEMINGWAY et al., 2004). No final da reacao, os niveis de GSH

ndo se alteram isto porque ela atua mais como um co-fator em vez de conjugado (LIPKE;
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CHALKLEY, 1962; CLARK; SHAMAAN, 1984). Varios estudos relacionam o aumento da
resisténcia a0 DDT a um aumento na taxa de dehidroclorinacio por GSTs em diferentes
espécies de insetos, em Anopheles dirus (PRAPANTHADARA et al., 1996, 2000b), Aedes
aegypti (GRANT et al., 1991) e An. gambiae (RANSON et al., 2001;0RTELLI et al., 2003).

Figura 7: Reacdo de dehidroclorinacdo do DDT catalisada pela GST
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3.6.2 Carbamatos

Ja os carbamatos constituem o grupo de inseticidas derivados do dcido carbamico
(WARE; WHITACRE, 2004). Segundo Faria (2009, apud CASIDA e QUISTAD, 1998),
estes compostos foram descobertos nos Estados Unidos, em 1954. Um dos primeiros
compostos deste grupo a ser comercializado foi o carbaril, introduzido em 1956 (WARE;
WHITACRE, 2004). Apesar de ter um curto poder residual, os carbamatos possuem efeito
letal rdpido sobre os insetos (BRAGA; VALLE, 2007). J4 é conhecido que os inseticidas
deste grupo atuam inibindo a enzima Acetilcolinesterase (AChE), envolvendo a reacdo de
carbamilacdo. Além disso, os carbamatos sdo potentes inibidores das aliesterases e
apresentam seletividade pronunciada contra AChE de diferentes espécies (WARE;
WHITACRE, 2004).

Apesar de ndo estar bem definido o mecanismo de metabolizacdo dos inseticidas deste
grupo pelas GSTs, varios estudos comprovam que esta enzima desempenha um papel na
metabolizacdo destes compostos, contribuindo para a resisténcia a estes produtos quimicos.
Por exemplo, em um estudo realizado por Qin e colaboradores (2012), relacionando uma
classe de GST de L. migratoria manilensis com a detoxificacdo do carbaril, os mesmos

observaram que estas enzimas apresentavam um papel significante na metabolizacdo do
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composto estudado. No ano seguinte, estes mesmos autores realizaram um estudo com quatro
classes de GSTs de Locusta migratoria por ensaios € recombinacgdo e, diante dos resultados
eles observaram que estas enzimas realmente apresentam um papel significante na

detoxificacdo do carbaril (QIN et al., 2013).

3.7 MODELAGEM POR HOMOLOGIA OU MODELAGEM COMPARATIVA

Devido a mutagdes, relacionadas ao mecanismo de evolug¢do genética, divergéncias
moleculares podem ocorrer e, consequentemente, formar familias de proteinas com estruturas
semelhantes. Sendo assim, proteinas que derivam de um ancestral comum sdo chamadas de
homélogas (HOLTIE et al., 1997) e, mesmo apresentando sequéncias um pouco diferentes,
elas tendem a ser semelhantes em sua forma (KHOURI, 2002).

Durante o processo de evolucdo, as estruturas 3D das proteinas se mantém
conservadas, principalmente os residuos funcionais quem tem como papel manter o
desempenho e manutencdo das fungdes especificas (RIGDEN; MELLO, 2002). Elucidar a
estrutura de uma proteina € essencial para seu estudo, visto que, as fun¢des desempenhadas
por estas estdo totalmente dependentes de sua estrutura tercidria. Sendo assim, ferramentas da
bioinformatica j& vém sendo bastante usadas para tentar desvendar diversos mecanismos
moleculares, como por exemplo, uso da técnica de modelagem (SOUZA, 2008).

A modelagem por homologia ou modelagem comparativa, consiste em uma técnica
computacional utilizada para elucidacao de modelos tridimensionais de proteinas, baseando-
se no conceito de evolu¢do molecular, partindo do principio de que proteinas semelhantes que
apresentam sequéncias com alta identidade de aminodcidos exibem estruturas tridimensionais
semelhantes (CAVASOTTO; PHATAK, 2009). Desse modo, depois que uma proteina
homdloga for identificada, esta podera ser modelada usando uma proteina molde que possua
uma identidade sequencial >30 % e boa resolucdo (DIAS; TAVEIRA, 2011; MAIA, 2014).

Tal método é de bastante interesse na constru¢do de novos modelos, pois o ndmero de
estruturas resolvidas experimentalmente ainda € bastante lento se comparado ao nimero de
sequéncias que sdo depositadas em banco de dados (SODERO, 2011). Apesar dos
considerdveis avancos das metodologias utilizadas para elucidagdo de modelos
tridimensionais de moléculas, muitos problemas bdsicos ainda persistem. Ha classes de
proteinas que sdo bastante dificeis de determinar a sua estrutura tridimensional tornando-se
um grande desafio para a sua elucidacdo pelos métodos convencionais, como a Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN) (FILHO; ALENCASTRO, 2003). Além disso, a elucidacdo de
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novas estruturas alvos € de extrema importancia para compreensao de fendmenos bioldgicos a
nivel molecular (SODERO, 2011).

Geralmente, o processo de obtencdo de uma estrutura protéica por modelagem por
homologia consiste basicamente de quatro etapas: (1) identificacdo e selecdo de proteinas-
molde; (2) alinhamento das sequéncias de residuos; (3) constru¢do do modelo e (4) validacao
do modelo construido (figura 8) e, para cada etapa existe um grande numero de métodos,

programas e softwares (FILHO; ALENCASTRO, 2003).

Figura 8: Representacdo geral do processo de modelagem por homologia
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Fonte: Filho e Alecanstro (2003)

3.8 DOCKING MOLECULAR

Compreender e determinar o modo como as macromoléculas se interagem
(principalmente proteinas e acidos nucleicos) ou entre macromoléculas e ligantes, nos permite
entender como a maioria dos mecanismos e processos celulares funcionam. Nesse contexto,
diversas ferramentas computacionais sdo utilizadas para este fim. A técnica denominada
docking molecular vem sendo cada vez mais utilizada na drea da satde e biotecnologia, a fim
de tentar compreender interagdes fisico-quimicas entre biomoléculas (GUEDES;

MAGALHAES; DARDENNE, 2014).
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Um processo de simulacdo de docking ou atracamento molecular permite avaliar a
conformacdo e orientacdo de um ligante no sitio de ligacdo da molécula-alvo, propondo a
estrutura de um complexo receptor-ligante (SODERO, 2011), figura 9. De acordo com
Jorgensen (1991), o docking molecular pode ser analogamente comparado a um modelo de
chave fechadura, onde se busca desvendar a melhor orientagdo da chave para obter o melhor
encaixe, de forma efetiva. Todavia, levando em considera¢do de que as moléculas podem se
moldar durante o processo devido sua flexibilidade, a analogia de encaixe “mae em luva” se

torna mais adequada.

Figura 9: Formacdo do complexo proteina-ligante

Proteina Complexo

Ligante

i

+ . .1,. .-'I""'nn..|;| - i

Fonte: GUEDES; MAGALHAES; DADENNE (2014)

Dezenas de métodos eficazes encontram-se disponiveis para a realizacdo de
simulagdes de docking, incorporando diferentes maneiras de representagdo molecular,
avaliac@o de energia e busca de melhores conformagdes (MORRIS, 2009).

Basicamente, a metodologia de docking molecular necessita de dois componentes
principais: um algoritmo de busca e uma fungio de pontuacdo de energia (scoring function).
Os algoritmos de busca sdo usados para explorar os campos que possuem menor energia livre
de encaixe dos ligantes. As pontuacdes de energias utilizadas durante o processo avaliam a
qualidade desses encaixes orientando o método de busca para as melhores conformagdes
(GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2013).

Ha diversos programas que pode ser empregado para o célculo de pontuacdo de
energia, o Autodock é um deles (MORRIS et al., 1998). Este programa utiliza o0 método de

busca estocdstica ou randomica (KITCHEN et al., 2004), empregando os algoritmos genéticos
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(AG) para busca de conformagdes. Tal método baseia-se nos mecanismos de evolugdo natural
e da genética (RODRIGUES et al., 2004). O processo ocorre da seguinte forma: o algoritmo
se inicia com uma dada populacido de individuos que apresentam possiveis solugdes. Cada
individuo dessa populacdo € avaliado de acordo com uma func¢do de avaliacdo e a cada
geracdo novos individuos sdao formados por meio de combinagdes, seja por cruzamentos ou
mutagdes. Se o critério de parada do AG for satisfeito, o algoritmo para apresentando as
melhores solugdes, caso contrdrio, o ciclo € repetido até que o objetivo seja alcangado
(PINHO et al., 2013).

Dois tipos de algoritmos geralmente sao utilizados pelo AutoDock, o Monte Carlo e o
algoritmo genético Lamarckiano (LGA — Lamarckian Genetic Algorithm). O LGA, em
especifico, segundo Magalhdes et al. (2011), € um algoritmo hibrido com um método de
busca local. A cada geracdo uma porcentagem significativa da respectiva populagdo é
escolhida aleatoriamente para aplicacdo na busca local. O individuo resultante é escolhido
substituindo o individuo original. Segundo Morris (1998), este ¢ um dos algoritmos mais

eficientes, confiavel e bem sucedido.
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Campina Grande, no

laboratoério de informatica do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido.

4.1 MODELAGEM DA AaGSTE2

A sequéncia primdria utilizada para a constru¢do do modelo tridimensional da GSTE2
do Aedes aegypti pelo método de modelagem por homologia (quadro 1) foi obtida na base de
dados do NCBI - National Center for Biotechnology Information - (Numero de acesso:

AAELO07951-PA).

Quadro 1: Sequéncia protéica da GSTE2 do Aedes aegypti

MTKLILYTLHVSPPCRAVELCAKALGLELEQKTVNLLTKEHLTPEFMKMNPQHTVPVLDDNGTIV
CESHAIMIYLVSKYGKDDSLYSKELVKQAKLNAALHFESGVLFARLREVCEPILFAGGSEIPADR
AEYVOKAYQLLEDTLVDDYIVGNSLTIADESCVSSVSSIMGVIPMDKEKFPKIYGWLDRLKALPY
YEAANGSGAEQVAQEVLSQKEKNAQKA

Fonte: Base de dados NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

4.1.1 Alinhamento e Construcio do modelo da AaGSTE2

Obtido a sequéncia primdria da proteina alvo (AaGSTE?2), o proximo passo consistiu
na identificacio da proteina molde homdloga (template). Para isso, foi realizado um
alinhamento entre sequéncias contra um banco de dados. A sequéncia primdria da AaGSTE2
foi submetida ao programa de busca BLASTp (Basic Local Alingnment Search Tool), contra o
banco de dados PDB - Protein Data Bank - (http://www.rcsb.org/pdb) (RSCB, 2005),
disponivel no site do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O BLAST ¢ uma ferramenta

online que permite que vocé€ insira uma sequéncia (nucleotideos ou aminoacidos) em formato
de texto (FASTA), e este compara a sequéncia inserida contra um banco de dados, buscando

por sequéncias similares (ALTSCHUL, 1990).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Foi selecionada como femplate (molde), a estrutura cristalografica da AaGSTE do
Anopheles gambiae (PDB 21L3) (WHANG, 2008), por apresentar um alto grau de identidade
(71%) e similaridade (88%).

Com o auxilio do servidor via web SWISS MODEL (https://swissmodel.expasy.org/)
(GUEX; PEITSCH, 1997; ARNOLD et al., 2006; KIEFER et al., 2009), foi realizada a
modelagem da AaGSTE2. O SWISS MODEL trata-se de uma ferramenta online que utiliza a

técnica de corpos rigidos para a constru¢do do modelo (PACHECO, 2009). As coordenadas
atomicas do template foram salvos em arquivo .pdb pra posterior andlise da qualidade

estrutural.

4.1.2 Validacao do modelo

A avaliagdo da qualidade estrutural foi realizada por meio dos programas
PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993), ANOLEA (MELO; FEYTMANS 1998) e
GROMOS (http://www.gromos.net/).

O conjunto de programas do PROCHEK fornece uma avaliagdo detalhada tanto da
qualidade estereoquimica global da estrutura protéica, quanto de cada residuo. Este utiliza
para a avaliagio informacdes de estruturas resolvidas e com resolucio de 2.0 A
(LASKOWSKI et al., 1993). A avaliacdo estereoquimica da estrutura € baseada em cima de
diversos parametros, como: angulos torcionais das cadeias laterais, da cadeia principal,
interagOes entre atomos, energias das ligacdes de hidrogénio, entre outros (PACHECO, 2009).
O programa gera o Diagrama de Ramachandran e este determina os angulos torcionais ¢ (Psi)
e v (Phi) dos residuos da estrutura.

Outro programa utilizado pra avaliar o modelo foi o ANOLEA (Atomic Non-Local
Environment Assessment), também encontrado no Swiss model. De acordo com Melo e
Feytmans (1998), o método realiza o somatdrio de energia das interagdes atdmicas ndo-locais,
dentro de um raio de 7A para cada um dos residuos, gerando uma pontuagcdo para cada
aminodcido e, assim, através do processo € obtido um perfil de energia para a estrutura
protéica.

O campo de forca GROMOS (Gronigen Molecular Simulation), por sua vez, realiza o

calculo da energia para cada aminoécido no eixo Y (VAN GUNSTEREN et al., 1996).


https://swissmodel.expasy.org/
http://www.gromos.net/
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4.1.3 Caracterizacao dos sitios ativos

Com a estrutura em formato .pdb e com auxilio da ferramenta GHECOM (Grid-based

HECOM ifinder), um servidor online disponivel em (http:/strcomp.protein.osaka-

u.ac.jp/ghecom/) foi possivel fazer uma busca dos possiveis sitios ativos da proteina

construida. O servidor utiliza um algoritmo que identifica bolsdes profundos e rasos numa
estrutura protéica através da morfologia da superficie e de ferramentas de probabilidade.
Com os resultados obtidos foi possivel compard-los com os resultados do docking

molecular.

4.2 DOCKING MOLECULAR

4.2.1 Obtencao e preparacao da estrutura dos ligantes

A estrutura dos respectivos ligantes inseticidas (tabela 1) foi obtida do banco de dados

ZINC database (http://zinc.docking.org/), com formato de arquivo mol2.

Tabela 1: Estruturas dos ligantes usados no docking molecular

Inseticida DDT Carbaril CDNB

1

‘ HN/MS OEN NOz
Estrutura e
by 0 :
Cadigo de
acesso ZINC01530011 ZINC00001090 ZINCO01540301

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

Os arquivos em formato .mol2 foram convertidos pra o formato .pdbgt usando o

software AutoDock 1.5.6 (http://www.chpc.utah.edu/documentation/software/autodock.php).



http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/ghecom/
http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/ghecom/
http://zinc.docking.org/
http://zinc.docking.org/
http://www.chpc.utah.edu/documentation/software/autodock.php
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Parametros de cargas Gasteiger (GASTEIGER; MARSILI, 1980) necessério aos cdlculos de
poténcia foram adicionados ao ligante e os hidrogénios polares foram retirados. O modelo da
AaGSTE?2 em formato pdb também foi convertido para o formato .pdbgt, adicionou-se cargas
Kollman (WEINER et al., 1984) e hidrogénios. Este processo de preparacdo das estruturas,
tanto do receptor quanto dos ligantes, consiste no primeiro passo do processo de simulagdo de

docking.

4.2.2 Simulacao de docking

Para a realizacdo dos cdlculos de docking neste trabalho, foi utilizado o programa
AutoDock 1.5.6 (https://www.chpc.utah.edu/documentation/software/autodock.php). Este
software foi escolhido, por permitir realizar estudos de simulagcdo de docking com pequenas
moléculas identificando como estas se ligam a estruturas 3D. O mesmo consiste em dois
programas principais: o AutoDock que através de um conjunto de grades de pontos (grids),
descreve os mapas de afinidade na molécula alvo e o AutoGrid que pré-calcula esses grids
(THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE, 2016).

O método utilizando a estratégia de grades (grids) permite realizar o calculo das
energias eletrostdticas e de van der Waals, ou seja, as energias de interacdo intermolecular
proteina-ligante. O grid € representado por uma malha de pontos tridimensionais com
tamanho e formato dado em fung¢do de trés dimensdes (dx dy e dz). Cada ponto é armazenado
o potencial total eletrostitico e de van der Waals. O célculo da energia é obtido através da
interpolacdo dos valores armazenados nos oito pontos do grid e o centro da grade de energia
pode ser posicionado em qualquer parte da estrutura, a fim de obter os melhores resultados
(GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

Neste trabalho, a grade de energia foi definida e centrada atingindo quase toda a
estrutura protéica para a andlise em geral da estrutura, com o grid estabelecido em 126 x 126
x 126 angstrons, nas dimensdes dos eixos X, Y e Z, assim, gerando o mapa para os ligantes.

Ainda, o método empregado consistiu no docking semirrigido, onde os ligantes
tiveram suas estruturas mantidas flexiveis e o receptor sua estrutura rigida. Neste tipo de
docking (semirrigido), é possivel considerar a flexibilidade do ligante onde este ¢ modificado
através de tor¢Oes internas, nesse aspecto, todos os graus de liberdade do ligante
(translacionais, rotacionais e conformacionais - angulos diédricos) sdo considerados

(MUKESH; RAKESH, 2011; GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).


https://www.chpc.utah.edu/documentation/software/autodock.php
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O Algoritmo Genético (GA) Lamarckiano implementado no programa AutoDock foi
utilizado para identificacao do espaco configuracional do ligante e junto com este foi utilizado
o método Goodford para o cdlculo de energia de interacdo intermolecular receptor-ligante
(GOODFORD, 1985).

Os parametros de simulacdo usados pelo Algortimo Genético Lamarckiano foram:
10.000 réplicas, populacdo com 150 individuos, 1.500.000 analise de energias, 27.000
geracOes e taxas de mutagdo e crossing-over de 0,02 e 0,08. Por fim, dez possiveis
conformagdes diferentes foram obtidas, e analisadas no VMD

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



http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MODELAGEM DA AaGSTE2
5. 1.1 Alinhamento e Selecao da sequéncia molde

Através do alinhamento local realizado com o algoritmo BLASTp para a identificagdo
da proteina molde (template), foi possivel selecionar o template que apresentou maior valor
de identidade estrutural (71%) e similaridade (88%). A enzima selecionada foi a AaGSTE de
Anopheles gambiae (PDB: 2IL3), com resolu¢do estrutural cristalografica de 2.2 A A
homologia apresentada entre as enzimas AaGSTE2 (proteina alvo) e GSTE do Anopheles
gambiae, possibilitou que esta ultima fosse utilizada como molde para a constru¢do do
modelo estrutural da proteina alvo. Segundo Silva (2007), a proteina que apresenta um valor
percentual acima de 30% de identidade seqiiencial com aquela que serd modelada (proteina-
alvo), € considerada significante e poderd ser usada como molde para a modelagem da
proteina problema.

Ainda, através do pareamento entre as sequéncias foi possivel obter o valor estatistico

123) de o alinhamento ter sido

do e-value (1e-123) o que indica que hd probabilidade (1x10
casual, ou seja, resultando em um alinhamento bastante significativo. Tratando-se de uma
sequéncia curta, o valor estatistico do e-value € considerado bom, visto que quanto mais
proximo de zero for, maior € a confiabilidade da predi¢do (mais confidvel o resultado do
alinhamento), ressalta Amaral e colaboradores (2007). Os resultados revelaram ainda valor do
gap igual a 0, o que significa que ndo houve nenhuma insercio ou dele¢dao de algum
aminodcido em uma das duas sequéncias comparadas, € o hit de score de 353 bits.
Alinhamentos que apresentam score acima de 200 bits sdo considerados de 6tima qualidade,
evidencia Maia (2014).

A figura 10 representa o alinhamento entre a sequéncia alvo (Query) e a sequéncia
molde (Sbjct). Os aminoacidos que ndo sdo i1dénticos foram substituidos e sdo representados

pelo sinal (+), e mesmo estes ndo sendo idénticos eles pontuam positivamente; tais

aminodcidos representam as regides conservadas.
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Figura 10: Alinhamento entre as sequéncias AaGSTE2 e AaGSTE

Query 1 MTKLILYTLHVSPPCRAVELCAKALGLELEQKTVNLLTKEHLTPEFMKMNPQHTVPVLDD 66
M+ L+LYTLH+SPPCRAVEL AKALGLELEQKT+NLLT +HL PEF+K+NPQHT+PVLDD
Sbjct 1 MSNLVLYTLHLSPPCRAVELTAKALGLELEQKTINLLTGDHLKPEFVKLNPQHTIPVLDD 66
Query 61  NGTIVCESHAIMIYLVSKYGKDDSLYSKELVKQAKLNAALHFESGVLFARLRFVCEPILF 120
NGTI+ ESHAIMIYLV+KYGKDDSLY K+ VKQA++N+ALHFESGVLFAR+RF+ E ILF
Sbjct 61  NGTIITESHAIMIYLVTKYGKDDSLYPKDPVKQARVNSALHFESGVLFARMRFIFERILF 120
Query 121 AGGSEIPADRAEYVQKAYQLLEDTLVDDYIVGNSLTIADFSCVSSVSSIMGVIPMDKEKF 180
G 5+4IP DR EYVQK+Y+LLEDTLVDD++ G ++TIADFSC+5++55IMGV4+P+++ K
Sbjet 121 FGKSDIPEDRVEYVQKSYELLEDTLVDDFVAGPTMTIADFSCISTISSIMGVVPLEQSKH 180
Query 181 PKIYGWLDRLKALPYYEAANGSGAEQVAQFVLSQKEKNAQ 220

P+IY W+DRLK LPYYE ANG G + +FVL++KE+NA+
Sbjct 181 PRIYAWIDRLKQLPYYEEANGGGGTDLGKFVLAKKEENAK 228

Fonte: Construido com dados da pesquisa

5. 1. 2 Construgao e Validacao do modelo

Construido o modelo como descrito na metodologia, a etapa seguinte consistiu na
avaliacdo da qualidade estrutural do modelo elucidado da AaGSTE2 sendo realizado no
PROCHECK 3.0 e 0 mesmo gerou como resultado o grafico de Ramachandran.

Da andlise do grafico (figurall), 91.1% dos residuos encontra-se em regides
favoraveis (A, B, L), 8,4% em regides permitidas (amarelo), 0% em regides generosamente
permitidas (bege) e apenas 0.5% dos residuos em regides ndo permitidas (branca). Para ser
considerado um bom modelo, o resultado do grifico de Ramachandran deve apresentar na
regido mais favoravel (A, B, L) mais de 90% dos residuos, desconsiderando-se os residuos
que ndo fazem parte desta regido (fazem parte das regides desfavoraveis), pois ndo possuem
relevancia para o cdlculo da avaliagcdo, por apresentarem padrdes estereoquimicos diferentes
dos outros residuos (LASKOWSKI et al., 1993).

Diante desse critério, podemos averiguar que a escolha do template reflete muito na
qualidade estrutural do modelo, ja que a construcdo do novo modelo enzimatico € baseada nas
coordenadas atdmicas da molécula molde. A utilizacdo de femplates com baixa identidade
pode acabar gerando modelos ndo significativos. Analisando o nosso modelo construido
observa-se que a maioria dos residuos encontra-se nas regidoes favordveis do grafico, como
mostra os dados da porcentagem, indicando uma boa qualidade da estrutura. Poucos sdo os
residuos que ndo fazem parte das regides consideradas favordveis e estes correspondem aos

residuos de glicina, prolina e leucina, provavelmente por ndo possuirem estruturas estiveis.
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A qualidade estrutural do modelo construido neste trabalho se mostrou semelhante a
outros modelos de GSTs de vetores que também foram construidos pelo mesmo método de
modelagem por homologia. Os modelos de duas GSTs (AgGSTE2 e AgGSTES) de Anopheles
gambiae elucidados nos estudos de Maia (2014), apresentaram significncia parecida com a
do nosso modelo. Outras duas GSTs de Anopheles gambiae associadas com a capacidade de
metabolizacdo do DDT foram modeladas por Chiu et al. (2008).

Essa metodologia também vem sendo bastante usada para elucidacio de diferentes classes
de GSTs de varias espécies de insetos. Por exemplo, a estrutura 3D de GSTs das espécies de
Lygus lineolaris; Helicoverpa armigerae, Manduca sexta foram obtidos com sucesso em
estudo realizado por Habbeb er al. (2011). LOW et al. (2007) usando a mesma metodologia
de modelagem por homologia para a elucidacdo da GST de Drosophila melanogaster obteve

resultados parecidos com o nosso modelo.

Figura 11: Grifico de Ramachandran para validacio da AaGSTE2 obtido através da
ferramenta PROCHECK, no servidor SWISS MODEL. Onde, 91.1% dos residuos encontram-
se em regides mais favordveis (vermelho), 8,4% em regides permitidas (amarelo), 0% em

regides generosamente permitidas (bege) e 0.5% em regides nio permitidas (branca).

=

135 180

Phi (degrees)
Plot statistics

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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Os resultados do ANOLEA, QMEAM e GROMOS, indicam a qualidade local (Figura
12):

Figura 12: Gréfico obtido do SWISS MODEL para a AaGSTE2. No ANOLEA e GROMOS,
estdo caracterizadas em verde as regides em que os residuos encontram-se em conformagdes
mais favordveis; em vermelho em conformagdes menos favordveis. O QMEAN mostra o
gradiente de curva de diversas cores, onde indicam baixa energia (azul) a alta energia

(vermelho).
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A andlise dos campos de forca ANOLEA e GROMOS para o nosso modelo
construido, indica que a maior parte dos residuos exibe energia negativa (participam das
regides energicamente favordveis), apresentando valores estdveis. A maior parte destes
residuos sdo os mesmos encontrados também no diagrama de Ramachandran, o que implica
afirmar que a estrutura do modelo € bastante significativa.

Ainda, foi possivel avaliar a qualidade absoluta do modelo por meio do QMEANG,
revelando um Z-score de 0.79. A fungdo QMEANG estima a qualidade global e o score €
calculado com base em uma combinacdo linear de seis parametros, também evidenciados
figura 13, comparando tais parametros do modelo computacional com estruturas de alta
resolucdo que foram resolvidas por cristalografia de raios-X, depositadas no banco de dados
PDB (BENKERT et al, 2008; BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011). Se o score do
modelo for préoximo a das estruturas do banco de dados, este pode ser considerado de 6tima
qualidade (BENKERT et al., 2008; 2009). Estes mesmos autores afirmam que um bom

modelo (melhor qualidade), € aquele que apresenta valores de QMEAN préximo de 1,0.

Figura 13: Valores de cada parametro avaliado por meio do QMEANG6

QMEAN _ | 1 040
CB interaction [ | | —0.94
all-atom interaction | | J —0.80
solvation [ | i 0.14
torsion _ | B 075
SSE agreement ' | i 142
ACC agreement I | W 055

I Score of your model;
high-resoclution 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

Uma andlise mais detalhada do Z-score pode ser observada na figura 14. Na
distribuicdo, observa-se que o modelo determinado (representado por um “x” vermelho)
encontra-se na faixa preta, isso implica dizer que, quanto mais proximo da faixa estiver o
modelo, menor € o desvio padrdo. Como verifica Benkert (2008), na distribui¢do, o grafico da

um valor de desvio padrio do Z-score em relacdo aos valores esperados das estruturas
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experimentais, ou seja, o valor do Z-score indica se a qualidade estrutural do modelo exibe
um desvio padrdo significativo em relacdo as “estruturas nativas”.

Um Z-score abaixo de 1 indica uma estrutura de qualidade excelente, avalia Benkert
(2008). Sendo assim, o Z-score do QMEANG6 de 0.79, pode ser considerado um bom valor,
quanto menor, mais significativo € o modelo. Assim, o valor do QMEAN obtido para o
modelo construido pode ser considerado significativo.

Também podemos analisar o valor do Z-score através da distribui¢do do grifico da

figura 15.

Figura 14: Distribuic@o do Z-score. O “x” evidenciado no circulo amarelo representa o

modelo da AaGSTE?2

Comparison with non-redundant set of PISA assemblies

1.5

0.5

normalised QMEANG score
05 00
|

Z-score QMEAN: 0.40

_— Z-score Cheta: -0.94

— — Z-score all_atom: -0.80 W |Z-score|<1

’ Z-score solvation: 0.14 EH 1<|f-score|=2
Z-score torsion: -0.75 O |Z-score|=2

o Z-score S5E agree: 1.42 B query model

- ] Z-score ACC agree: 0.55
T T T T T T
] 500 1000 1500 2000 2500

protein size

Fonte: Construido com dados da pesquisa
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Figura 15: Gréfico de distribui¢do do Z-score

Density plot for QGMEAN scores of the reference set

Density

query model:
QMEAM score =
(Z-score = 0.40)

T T T T T T
0.5 0.6 0.7 0.8 09 1.0

M =879 Bandwidth =0.01815
structures of size 439 (+/~10%%) residues

Fonte: Construido com dados da pesquisa

Essa etapa de avaliagdo da qualidade do modelo, tanto global como local, realizado com o
auxilio do programa PROCHECK se faz bastante necessdrio, pois, através dos resultados
gerados € possivel averiguar se o modelo realmente apresenta ser significativo. O valor do Z-
score (0.79), por exemplo, revelou um desvio padrio bastante consideravel sendo considerado
baixo, indicando que a enzima tende a estar proxima do valor da média ou um valor esperado,

para ser considerado de boa qualidade.

5. 1. 3 Caracterizacao dos sitios ativos

Através da andlise no GHECOM, identificamos os residuos que constitui os sitios
cataliticos da AaGSTE2.

A contagem dos aminodcidos que fazem parte dos possiveis sitios ativos da proteina
estao evidenciados nas tabelas abaixo (2 e 3). Na figura 16, encontra-se representado a enzima

e os respectivos sitios cataliticos. O cdlculo foi realizado dentro de um raio de 4 A.
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Tabela 2: Aminodcidos que constituem os sitios cataliticos da cadeia A da AaGSTE2 e suas

respectivas posicdes, obtido através do software GHECOM.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
THR A S ASP A 82 SER A 12 LYSA3 VAL A 163
LEUAY9 ASP A 83 PRO A 13 LER A 6 SER A 164
HISA 10 SER A 84 PRO A 14 VAL A 18 VAL A 166
VAL A 11 LEU A 85 ARG A 110 GLUA19 SER A 167
SER A 12 TYR A 86 LEUA 111 LER A 20 SER A 168
PRO A13 SER A 87 ARG A 112 CYSA21 ILE A 169
PRO A14 LYS A 88 PHE A 113 ALA A 22 MET A 170
CYSA 1S VAL A 91 VAL A 114 LYS A 23 GLY A 171

ARY A 16 LYS A 92 CYS A 115 ALA A 24 THR A 186
ALA A 17 GLN A 93 GLU A 116 LEU A 25 LEU A 187
VAL A 18 ALA A 94 ILE A 118 GLY A 26 ASN A 188
VAL A 34 LYSA95 LEU A 119 LEU A 27 LEU A 190
ASN A 35 LEU A 96 PHE A 120 GLU A 28 LYSA 191
LEU A 36 ASN A 97 SER A 165 LEU A 29 ALA A 192
LEU A 37 ASP A 147 VAL A 166 GLU A 30 TYR A 195
THR A 38 TYR A 149 SER A 167 GLN A 31 TYR A 196
MET A 49 ILE A 150 SER A 168 LYS A 32 GLU A 197
ASN A 50 VAL A 151 ILE A 169 ALA A 198 ALA A 198
PRO A 51 GLY A 152 MET A 170 ALA A 199 ASN A 200
GLN A 52 ASN A 153 GLY A 171 ASN A 200 GLY A 201

HIS A 53 SER A 154 VAL A 172 SER A 202
THR A 54 LEU A 155 ILE A 173 GLY A 203
VAL A 55 THR A 156 PRO A 174 ALA A 204
PRO A 56 ILE A 157 GLY A 203 GLU A 205
VAL A 57 ALA A 204 GLN A 206
VAL A 65 GLU A 205

CYS A 66 GLN A 206

GLU A 67 VAL A 207

SER A 68 ALA A 208

HIS A 69 GLN A 209

ALAA70 PHE A 210

ILEA71 VAL A 211

MET A 72 LER A 212

LEU A 96
PHE A 102
GLU A 103

SER A 104
GLY A 105
LEU A 107
PHE A 108

ALA A 109
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ARG A 110

LEU A 111

ARG A 112

PHE A 113

VAL A 114

CYS A 115

GLU A 116

PRO A 117

ILE A 118

LEU A 119

PHE A 120

ALA A 121

PHE A 160

SER A 161

CYS A 162

VAL A 163

SER A 164

SER A 165

VAL A 166

SER A 167

SER A 168

ILE A 169

GLN A 206

VAL A 207

ALA A 208

GLN A 209

PHE A 210

VAL A 211

LEU A 212

Fonte: Construido com dados da pesquisa

Tabela 3: Aminoacidos que constituem os sitios cataliticos da cadeia B da AaGSTE?2 e suas

respectivas posi¢des, obtido através do software GHECOM.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
THR B 8 ASP B 82 GLY B 105 VAL B 134 SER B 12
LEUBY9 ASP B 83 VAL B 106 GLN B 135 PRO B 13
HIS B 10 SER B 84 LEU B 107 LYS B 136 PRO B 14

VAL B 11 LEU B 85 PHE B 108 ALA B 137 ARG B 16
SER B 12 TYR B 86 ALA B 109 TYR B 138 ALA B 17
PRO B 13 SER B 87 ARG B 110 GLN B 139 ARG B 110
PRO B 14 LYS B 88 VAL B 114 LEU B 140 LER B 11
CYSB15 GLUB 89 GLUB 132 VAL B 172 ARG B 112
ARG B 16 LEU B 90 TYR B 133 ILE B 173 PHE B 113




ALA B 17 VAL B 91 VAL B 134 PRO B 174 VAL B 114
VAL B 34 LYS B 92 GLN B 135 MET B 175 CYSB 115
ASN B 35 GLN B 93 LYS B 136 ASP B 176 GLUB 116
LEU B 36 ALA B 94 ALA B 137 LYS B 177 LEUB 119
LEU B 37 LYS B 95 TYR B 138 GLUB 178 PHE B 120
THR B 38 LEU B 96 GLN B 139 LYSB 179 SER B 164
GLUB 40 ASN B 97 SER B 164 PHE B 180 SER B 165
HIS B 41 TYR B 149 SER B 165 PRO B 181 VAL B 166
LEU B 42 ILE B 150 VAL B 166 SER B 167
THR B 43 VAL B 151 SER B 167 SER B 168
PHE B 46 GLY B 152 SER B 168 ILE B 169
ASN B 50 ASN B 153 ILE B 169 MET B 170
PRO B 51 SER B 154 MET B 170 GLYB 171
GLN B 52 LEU B 155 GLYB 171 VAL B 172
HIS B 53 THR B 156 VAL B 172 ILE B 173
THR B 54 ILE B 157 ILE B 173 GLY B 203
VAL B 55 ALA B 158 PRO B 174 ALA B 204
PRO B 56 ASP B 159 GLU B 205
VAL B 57 GLN B 206
VAL B 65 VAL B 207
CYS B 66 ALA B 208
GLU B 67 GLN B 209
SER B 68 PHE B 210
HIS B 69 VAL B 211
ALA B 70 LEU B 212
SER B 104

LEU B 107

PHE B 108

ALA B 109

ARG B 110

LEUB 111

AGR B 112

PHE B 113

VAL B 114

CYSB 115

GLUB 116

PRO B 117

ILE B 118

LEUB 119

PHE B 120

SER B 167

SER B 168

ILE B 169

GLN B 206

VAL B 207

ALA B 208

GLN B 209

PHE B 210
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VAL B 211

LEU B 212

GLN B 214

Fonte: Construido com dados da pesquisa

Figura 16: Visualizacdo dos sitios de ligacdo calculados pelo GHECOM, dentro de um raio
de 4A. A cor vermelha representa o sitio 1, a cor azul escuro representa o sitio 2, a cor verde o

sitio 3, a cor amarela o sitio 4 e a cor azul claro o sitio 5.

Fonte: Dados da pesquisa

A exploragdo dos possiveis sitios ativos da enzima nos permite uma maior
visualizagdo das regides de hidrofobicidade da proteina. Vale lembrar que as regides
hidrofébicas tendem a situar-se no interior da proteina, enquanto que as hidrofilicas ficam na
superficie, assim, hd uma maior tendéncia dos sitios ativos se situarem em regides de alta
hidrofobicidade, como ficam no interior da proteina é onde possibilita menos exposicao ao
solvente ou a outras interferéncias. Diante disso, podemos observar que os aminodcidos que
estdo participando dos possiveis sitios ativos realmente se localizam na parte central da
proteina, entre as subunidades.

Os aminodcidos explorados pelo GHECOM também serviram para ser comparados

com os resultados do docking molecular.

5.2 DOCKING MOLECULAR

Das dez possiveis conformagdes para cada complexo gerado pelo AutoDock, a
conformacdo que apresentou menor energia de ligacdo para cada ligante foi analisada no

estudo. Na tabela 5, esta representado os valores das energias e os respectivos aminodcidos da
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AaGSTE?2 que estariam interagindo com os ligantes (DDT, Carbaril e CDNB). A visualizacdo
destes complexos foi realizada no programa Visual Molecular Dynamics (VMD)
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).

Através da andlise dos resultados provenientes do docking molecular também ¢é
possivel identificar qual composto (ligante) apresenta maior probabilidade de interacdo com a

molécula receptora, ressalta Coutinho e Morgan (2007).

Tabela 4: Valores das energias de ligagcdo, energias intermoleculares e caracteriza¢io dos

residuos e suas posicoes.

Composto Energia livre Energia Residuos de
de ligacao intermolecular interagdo e
(kcal/mol) (kcal/mol) posi¢des

SER 77
TYR 86
LYS 88
GLN 93
ILE73

ASP83

CDNB -6.70 -7.29 TYR 86
LYS 92
LYS 95
LEU 96
VAL 151
ASN 153
SER 154
THR 156

Carbaril -4.81 -5.40

DDT -5.65 -6.54 GLU 116
PHE 120
ALA 121
ASP 129
LEU 132
LYS 136

Fonte: Dados da pesquisa

Analisando a tabela, observa-se que a menor energia de ligagcdo (-6.70 kcal/mol) para
os complexos formados foi a do CDNB. Vale ressaltar que este ¢ um composto utilizado
como modelo padrio para pesquisas com GST de diversas classes de insetos (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006). Contudo, através da simulacdo de docking com este inseticida foi
possivel analisar se a AaGSTE2 também desempenharia atividade de conjugacdo com o

determinado composto e, diante dos resultados, constata-se que o ligante possui uma grande
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afinidade pela molécula receptora, sugerindo assim, a interacdo enzima-ligante. Os
aminodcidos que possivelmente estariam participando do sitio catalitico da AaGSTE?2,
também estdo de acordo com os resultados do GHECOM.

A segunda menor energia de ligacdo observada foi para o complexo AaGSTE2-DDT
(-5.65kcal/mol). Resultados semelhantes foram obtidos nos estudos de Maia (2014), onde o
mesmo trabalhando com GSTs da classe epsilon do Anopheles gambiae obteve valores de
energia livre de ligacdo para o DDT e as trés enzimas estudadas, entre -5.13 e -7.68 kcal/mol.

Com a energia de ligacdo apresentando valor negativo, implica afirmar que ¢é
termodinamicamente favordvel as moléculas estarem formando um complexo. Esta interacao
do grupo triclorometil do DDT com a molécula receptora explica a afinidade deste tipo
inseticida pela enzima estudada, sugerindo assim, a possibilidade desta classe de GST
metabolizar este composto. Estes resultados corroboram com os estudos de Lumjuan e
colaboradores (2005), onde os mesmos trabalhando com GSTs da classe epsilon de Aedes
aegypti observaram que enzimas desta classe podem apresentar potencial para metabolizar
este tipo de inseticida.

Em relacdo ao carbaril, o complexo formado apresentou a maior energia de ligacdo (-
4.81kcal/mol) dentre os inseticidas estudados. No trabalho de Amador e colaboradores
(2016), onde estes utilizando uma metodologia semelhante com objetivo de analisar a
interagdo do herbicida Metsulfuron com uma GST de arroz, os mesmos obtiveram um valor
de energia de ligacdo de -3,74 kcal/mol, bem mais alto que o do nosso estudo. Porém, apesar
do valor da energia ser um pouco maior para o carbaril, a mesma foi negativa indicando uma
proximidade deste composto com a GSH.

Virios outros trabalhos utilizando esta metodologia foram realizados: simulagdes de
docking através do AutoDock foi proposto por Abreu (2015), para verificar a atividade de
uma proteina PR-5 de Poncirus trifoliata, onde esta apresentou atividade de beta-glucanase.
Braz (2016) também utilizou esta mesma metodologia para investigar in silico a interacao do
monoterpeno 4-terpineol com o receptor GABA . Estudo de simulacao molecular também foi
proposto por Ferreira (2014) para investigar a interacdo de uma proteina quinase da familia
CK2 com dois tipos de inibidores, o TBB (4,5,6,7-tetrabromo-1Hbenzotriazol) e o DMAT (2-
dimetilamino-4,5,6,7- tetrabromo-1H-benzimidazol). Neste tltimo estudo, a energia livre de
ligacdo entre os complexos formados foi entre -5.9 e -6.0 kcal/mol, valor semelhante para o
complexo formado entre o DDT-GSH.

Essa diversidade de estudos desenvolvidos através da metodologia de docking revela a

importancia que este método apresenta na compreensao do modo de interagdo entre vdrias
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moléculas, além de reforcar as vdrias aplicabilidades desta técnica. Também, vale ressaltar
que apesar do docking ser uma técnica necessdria de predicdo entre o modo de ligacdo
proteina-ligante, outras estratégias como a simulacdo de dindmica molecular deve ser
associado a este método, a fim de obter uma melhor caracterizacao das energias de interacao.
Vale salientar também, que apesar deste método ser de grande importancia no estudo de
interagdes moleculares, se faz necessdria a realizagdo de testes in vivo e in vitro, pois, estes
complementam o entendimento destes mecanismos.

Ainda, através da andlise da tabela 5 podemos observar os possiveis aminodcidos da
proteina que interage com o ligante. Comparando estes aminodcidos com os obtidos através
do software GHECOM, podemos observar que tais residuos sdo os mesmos. Assim, podendo
indicar que estes sdo residuos ancoras, € que estdo participando dos sitios cataliticos da
AaGSTE2.

O aminoécido tirosina na posi¢ao 86 (TYR 86), como pode ser observado na mesma
tabela, interage tanto com o inseticida CDNB, quanto com o Carbaril, reforcando a
probabilidade deste aminodcido estar participando de um possivel sitio de ligagdo. Este
mesmo residuo também foi observado nos resultados do GHECOM. Contudo, a participacdo
deste aminodcido no sitio catalitico pode ser devido a natureza hidrofébica do mesmo.

Os resultados de simulacdes de docking mostraram que a enzima possui afinidade
pelos trés inseticidas estudados de natureza diferente: DDT, Carbaril e CDNB, propondo os
complexos enzima-ligante, porém, melhor se ligando ao DDT. Essa capacidade de interacdo
com diferentes substratos pode ser explicada devido a desordem funcional que estas enzimas
apresentam. O conceito de evolutibilidade (TOKUKURI; TAWFIK, 2009) aplicado a estas
enzimas, também € um fator que deve ser levado em conta nos processos de evolucdo das
moléculas, pois estes fatores podem estar diretamente relacionados com a capacidade de
mosquitos destas espécies resistirem a inseticidas quimicos. Sendo assim, medidas
alternativas para o controle desta espécie de mosquito devem ser adotadas, a fim de tentar
minimizar essa problematica.

Na sequéncia de figuras abaixo, podemos observar com mais detalhe os complexos
enzima-ligante gerados, sendo estes obtidos através do software VMD (Visual Molecular
Dynamics). O célculo para todos os complexos foi realizado dentro de um raio de 4 A.

O primeiro complexo formado com o Carbaril pode ser observado na figura 17. Em
vermelho estd representada a estrutura da glutationa Stransferase; em azul, os dtomos que

estdo proximos aos residuos de aminodcidos que interagem com o ligante, em laranja.
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Figura 17: Complexo proteina-ligante para o carbaril. A cor vermelha representa a enzima, a

azul os residuos que interagem com o ligante, em laranja

Fonte: Obtida no programa VMD (Visual Molecular Dynamics)

A figura 18, estd evidenciada o ligante carbaril sobreposto no sitio ativo da AaGSTEZ2,

com identificacdo dos residuos.

Figura 18: Identificagc@o dos residuos conjugado com o ligante Carbaril. A cor azul

representa os residuos de intera¢do com o ligante, em laranja

Fonte: Obtida no programa VMD (Visual Molecular Dynamics)

Também, podemos observar na figura 19, o complexo formado contra o CDNB. Em
vermelho estd representada a estrutura da glutationa Stransferase; em amarelo, os dtomos dos

residuos que estdo interagindo com o ligante, em verde.
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Figura 19: Complexo proteina-ligante para o CDNB. A cor vermelha representa a GST, em

amarelo os d&tomos de interacdo com o ligante, em verde

Fonte: Imagem obtida no programa VMD (Visual Molecular Dynamics).

Na figura 20, podemos observar mais detalhado o ligante CDNB sobreposto no sitio

ativo, com identificagcao dos residuos.

Figura 20: Identificacdo dos residuos conjugado com o ligante CDNB. A cor amarela

representa os residuos de interagdo com o ligante, em verde

Fonte: Imagem obtida no programa VMD (Visual Molecular Dynamics).
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Por fim, na figura 21 podemos observar o complexo formado com o DDT. Em
vermelho estd representado a estrutura da glutationa s transferase; em amarelo, os dtomos que

estdo proximos aos residuos de aminodcidos que estdo interagindo com o ligante, em verde.

Figura 21: Complexo proteina-ligante para o DDT. A cor vermelha representa a enzima, a

cor amarela os residuos de interacdo com o ligante, em verde

Fonte: Imagem obtida no programa VMD (Visual Molecular Dynamics).

E na figura 22, encontra-se o ligante DDT sobreposto no sitio ativo, com identificacao

dos residuos.

Figura 22: Identificacdo dos residuos conjugado com o ligante DDT. A cor amarelo

representa ao residuos de interagdo com o ligante, em verde

Fonte: Imagem obtida no programa VMD (Visual Molecular Dynamics)
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6 CONCLUSOES

e O modelo construido é valido e confidvel e, apresenta uma boa qualidade e

estabilidade estrutural.

e As simulagdes de docking mostraram que a enzima apresenta potencial de ligagao aos

inseticidas estudados, DDT, carbaril e CDNB.

e Diante dos dados levantados, o estudo se mostra de grande importancia, uma vez que,
com o modelo da AaGSTE2 construido € possivel realizar outros estudos com esta

enzima, como andlise de docking contra outros inseticidas.

¢ A metodologia usada na pesquisa podera servir em estudos futuros para elucidagao de

proteinas.

e Além de se tratar de enzimas envolvidas com mecanismos de resisténcia, as GSTs sdo
candidatas promissoras a alvos de inibicdo génica, portanto, os dados levantados a
respeito de suas dindmicas estruturais e funcionais poderdo ser utilizados futuramente no

campo da biotecnologia para o desenvolvimento de novas técnicas de controle de vetores.
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