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RESUMO

As Glutationa S-Transferases (GSTs) sdo uma familia de enzimas de biotransformacéo de
fase Il encontradas na maioria dos grupos animais. Suas isoformas sao amplamente utilizadas
como biomarcadores de contaminacgdo aquatica nas mais diversas espécies, inclusive na ostra
Crassostrea gigas, referéncia para estudos com biomarcadores em moluscos bivalves. As
GSTs da classe alfa sdo conhecidas por metabolizar diversos compostos e, além da atividade
transferase, podem atuar como peroxidases e isomerases. Em vertebrados, estudos mostram
sua capacidade de conjugar substratos como o CDNB, 4-HNE e (+)-anti-BPDE com a
molécula de glutationa. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi fazer a caracterizagdo
estrutural de um modelo enzimatico da isoforma GST alfal.2 de C. gigas, criado
anteriormente por nosso grupo de pesquisa, atraves de testes de interacdo com esses ligantes.
Metodologias computacionais como atracamento e dindmica molecular, foram empregadas e
conseguimos avaliar a interagdo da enzima CgGSTA1.2 com os ligantes CDNB, 4-HNE e (+)-
anti-BPDE conjugados a glutationa. Nossos resultados demonstraram que o0s substratos
CDNB e (+)-anti-BPDE séo fortes candidatos a metabolizacdo por essa isoforma. Em dados
apresentados em estudos anteriores foi demonstrado, que CgGSTAL.2, de fato, € capaz de
metabolizar o substrato CDNB in vitro. Sendo assim, avaliamos através de simulacfes de
dindmica molecular o comportamento desse ligante conjugado a glutationa no sitio catalitico
da enzima. Os residuos Y13, G18, R19, Q58, P60, T72, L111, F115, Y214 e V218,
apareceram como contribuintes para diminuir a energia livre do complexo CgGSTAL.2-
ligante. Sete dessas interacGes sdo conservadas na estrutura cristalografica de GST alfa de
Gallus gallus usada como referéncia. Entretanto, a interacdo com o aminoé&cido tirosina 214

parece ser particular da isoforma GST alfal.2 de ostra.

Palavras-chaves: Dindmica molecular. Atracamento molecular. Bioinformatica. CDNB.



ABSTRACT

The Glutathione S-transferases (GSTs) are a family of enzymes involved in phase Il
biotransformation reactions, present in different animal groups. The GSTs isoforms are
usually used as biomarkers of aquatic contamination in several species, including the oyster
Crassostrea gigas, which is a bivalve mollusk reference in biomarker studies. The alpha GST
class is characterized to metabolize several compounds, besides transferase activity, they can
also act as peroxidases and isomerases. In vertebrate animals, previous studies showed these
enzymes were able for CDNB, 4-HNE, and (+)-anti-BPDE binding. In this study we aimed to
perform the structural characterization of the tridimensional protein model of alphal.2 GST
isoform of C. gigas. Those ligand binding interactions were previously reported by our
research group and used as starting points in this work. The molecular docking methodology
was employed to evaluate the CDNB, 4-HNE, and (+)-anti-BPDE binding modes in the
CgGSTAL.2 catalytic site, and our results showed this enzyme isoform was a candidate to
metabolize CDNB and (+)-anti-BPDE substrates. The results of Deconto’s (2022) studies
confirmed that CgGSTAL.2 is able to metabolize CDNB in vitro. Thus, we employed the
molecular dynamic simulation methodology to evaluate the CgGSTA1.2 in complex with
glutathione conjugate of CDNB during 150 ns. Our results showed the amino acids Y13, G18,
R19, Q58, P60, T72, L111, F115, Y214 e V218 are responsible for lowering the free energy
of the complex CgGSTAL.2-ligand. Seven of these bindings are conserved in the crystal
structure of Gallus Gallus used as a reference in this study. By contrast, the binding with the

amino acid tyrosine 214 seems to be unique to the oyster alphal.2 GST isoform.

Keywords: Molecular dynamic. Molecular docking. Bioinformatics. CDNB.
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LT 1] o] [ T3S 43

Figura 18. Gréficos da contribuicdo dos residuos para a energia livre de ligagdo proveniente
da anélise de decomposi¢do de energia para 0s 20 ns finais da trajetéria de dinamica
molecular atomistica. (A) Decomposicdo de energia para o complexo CgGSTA1.2-GDN.
(B) Decomposicdo de energia para o complexo estrutura cristalografica PDB:1vf3-GDN,
que foi usado COMO CONLIOIE POSITIVO. .......eviiiiieiiiiiiei et 43
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1 INTRODUCAO

1.1 ECOTOXICOLOGIA NO CONTEXTO DOS AMBIENTES AQUATICOS

A ecotoxicologia é uma area de pesquisa multidisciplinar que se propde estudar a
exposicdo e o efeito de estressores ambientais em diferentes escalas dimensionais, desde
moleculares até niveis biosféricos, tendo como principal objetivo o entendimento e predicao
das consequéncias causadas por contaminantes em sistemas bioldgicos (TLILI;
MOUNEYRAC, 2021). Sabe-se que os ambientes marinhos e estuarinos, além de serem
importantes provedores de recursos, e também por conta disso, tém sofrido com a pressdo
antropica. Segundo estudos de Halpern et al., (2015), 97,7% esses ecossistemas estdo sendo
afetados por maltiplos estressores provenientes do estilo de vida humano.

As regibes costeiras, por estarem mais proximas das comunidades humanas, logo
tornam-se também mais suscetiveis a muitos desses impactos. Como exemplo, a polui¢cdo
causada pelo recorrente deposito de residuos advindos de efluentes domésticos e industriais,
0S quais sdo compostos por misturas bastante complexas de contaminantes de diferentes
naturezas quimicas, conhecidos tecnicamente por Xenobiéticos (ZACCHI, 2017). Muitos
xenobidticos sdo moléculas organicas de natureza lipofilica, como por exemplo, os bifenilos
policlorados (PCBs), os pesticidas organoclorados (OCPs), os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHS), os dibenzofuranos policlorados (PCDFs), entre outros. E por conta disso,
tornam-se dificeis de serem excretadas pelos organismos que sdo expostos a eles nos
ambientes aquéticos, devido sua baixa solubilidade no meio interno (OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003).

A presenca dos xenobidticos nos ecossistemas ndo quer dizer necessariamente que
havera prejuizo para a vida ali presente. Sendo assim, estudos que consigam acoplar
informacgdes sobre os niveis externos, os niveis de contaminagdo/bioacumulacdo e as
consequéncias que essa contaminacdo pode causar, sdo cada vez mais necessarios (OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003). E existem diferentes formas de fazé-los, sendo uma delas
através de biomarcadores.

Um biomarcador pode ser definido como qualquer alteragcdo na resposta biologica
(seja em escala molecular, celular, fisiologica ou comportamental) de um organismo frente a
toxicidade de contaminantes que chegam em seu ambiente (PEAKALL; WALKER, 1994).

Sendo assim, eles podem servir como sinalizadores da degradacdo de ecossistemas antes
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mesmo que danos em escalas maiores, como a nivel populacional e de comunidade, sejam
detectados. E também existem algumas vantagens no uso de biomarcadores em pesquisas de
ecotoxicologia, quando comparados as analises quimicas comuns, como as de
bioconcentracdo dos compostos nos tecidos, uma vez que, o custo e a complexidade técnica é
menor, além de poder detectar mudangas antes do nivel populacional (GALLOWAY et al.,
2002).

Considerando a variabilidade nas condi¢6es ambientais e no préprio metabolismo de
cada individuo, as respostas de biomarcadores nem sempre sdo padronizadas, por isso, torna-
se necessario estudos que apontem e detalhem estas respostas metabdlicas nos organismos
bioindicadores. Sendo assim, um bioindicador pode ser definido como uma espécie,
populacdo ou comunidade que nos fornece informacdes sobre as condi¢cdes ambientais de seu
habitat, seja pela sua presenca, auséncia, mudancas fisioldgicas ou comportamentais (OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003).

A espécie de ostra Crassostrea gigas (C. gigas), popularmente conhecida como ostra
do Pacifico, é originaria da regido do Japdo (SILVA, 2010). Contudo, ao longo dos anos foi
introduzida em diversos paises, sendo hoje, 0 molusco bivalve mais cultivado e consumido do
mundo (NUNES, 2013). Além de seu valor econémico, C. gigas também desempenha um
importante papel para a ecotoxicologia nas regides estuarinas e entre marés nas quais habita,
uma vez que, nestes ambientes os moluscos bivalves sdo considerados um grupo referéncia de
bioindicadores. Isso porque, além de sua ampla distribuicdo geogréafica, sdo animais sésseis e
filtradores, 0o que os tornam incapazes de escapar do estresse ambiental, logo, sdo mais
suscetiveis a selecdo natural por estresse ambiental, tornando-as muitas vezes, organismos
tolerantes a poluicdo de seus habitats (ZHANG et al., 2016).

1.2 0 PROCESSO DE BIOTRANSFORMACAO E AS ENZIMAS DA FAMILIA DAS
GLUTATIONAS S-TRANSFERASES

Ao longo da evolugéo diferentes mecanismos adaptativos foram desenvolvidos pelas
espeécies, tornando-as capazes de lidar com a toxicidade de seus meios, tanto externos quanto
internos. Nesse sentido, podemos citar o processo de biotransformacéo de xenobioticos como
um importante mecanismo adaptativo das ostras e de diversos outros organismos aos seus
ambientes, por ter como finalidade tornar moléculas que sdo dificeis de serem excretadas

pelas células em compostos mais facilmente excretaveis (SACCO, 2006).
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A via de biotransformacdo passa por duas fases antes que a molécula consiga ser
excretada da célula. Durante a fase | é a responsével pela conversdo dos xenobi6ticos em
substratos mais hidrofilicos para a acdo das enzimas de fase Il. Sendo assim, as células
utilizam sistemas enzimaticos que transferem um atomo de oxigénio do oxigénio molecular
para o0 substrato xenobidtico, isso pode acontecer, especialmente, através do sistema das
amino-oxigenases ou do citocromo P450 (HODGSON, 2010), ambos localizados no reticulo
endoplasmatico.

Ja a fase Il, é caracterizada por reacGes de conjugacdo que consistem na transferéncia
de um grupo polar grande aos produtos gerados pela fase I, com a finalidade de torna-los
menos reativos e faceis de serem excretados pelas células. Essas reaces de conjugacao, por
sua vez, acontecem em sua maior parte no citosol e podem ser realizadas por processos
enzimaticos envolvendo a molécula de glutationa reduzida (GSH) (HODGSON, 2010). A
glutationa é um tripeptideo enddgeno encontrado em diversos tecidos de diferentes
organismos, é formada por uma sequéncia aminoacidica de &cido glutamico, cisteina e glicina,
tem um baixo peso molecular e é muito solivel em &gua (ALIAS, 2016). Devido sua
solubilidade e as propriedades do grupo tiol presente em sua estrutura, ela torna-se um alvo
interessante para diferentes processos cataliticos, envolvendo enzimas como redutases,
peroxidases e transferases (MANNERVIK, 1986; VAN BLADEREN, 2000).

As Glutationas S-transferases (GSTs) formam uma familia de enzimas capaz de
catalisar a reacdo de conjugacdo que compde a fase Il do processo de biotransformacéo,
geralmente obtendo como resultado final da reacdo o proprio conjugado que serd excretado
pela célula (ZIMNIAK; SINGH, 2006). Quatro grandes grupos com atividades de GST sédo
incluidos nessa familia de enzimas, entre eles estdo: as proteinas bacterianas de resisténcia a
fosfomicina, proteinas associadas a membrana no metabolismo eicosanoide e glutationa
(MAPEG), GSTs classe kappa e as GSTs citosolicas (ZIMNIAK; SINGH, 2006).

Dentre 0s quatro grupos, as GSTs citosolicas sdo as mais abundantes e heterogéneas
entre si. Elas foram primeiramente estudadas em mamiferos e suas isoformas foram
encontradas e classificadas de acordo com suas sequéncias aminoacidicas nas seguintes
classes: alfa, mu, 6mega, pi, sigma, teta e zeta (HAYES; STRANGE, 2000; SHEEHAN et al.,
2001). Com o tempo, as diferentes isoformas de GSTs também foram estudadas em outros
organismos como 0s peixes, invertebrados, plantas e bactérias, sendo assim, outras sete
classes de GSTs citosolicas foram descobertas: beta, delta, epsilon, lambda, phi, rho e tau
(SHEEHAN et al., 2001; DIXON et al., 2002; VUILLEUMIER, 1997).
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Estruturalmente, as GSTs citosdlicas sdo enzimas diméricas com a presenca de um
sitio catalitico em cada uma de suas subunidades. Em cada sitio catalitico também ha duas
regides distintas, uma delas é mais hidrofilica, localizada no dominio N-terminal da enzima,
que € por onde o substrato endégeno (GSH) interage, chamado sitio G. A outra regido
apresenta aspectos mais hidrofébicos, que € por onde os substratos eletrofilicos interagem,
chamado sitio H, o qual utiliza tanto elementos do dominio N-terminal quanto do C-terminal
para se constituir (DIRR; REINEMER; HUBER, 1994; ZIMNIAK, 2006). O dominio N-
terminal é formado por 4 folhas-p e 3 a-hélices semelhante as tiorredoxinas, compondo Y5 da
proteina e o dominio C-terminal é formado unicamente por a-hélices, compondo % da
proteina (DOURADO; FERNANDES; RAMOS, 2008).

Diferentemente do sitio G, que é bem conservado entre as GSTs citosélicas, o sitio H
varia bastante entre as classes. Visto que essa estrutura evoluiu para acomodar diversos
grupos de substratos eletrofilicos, é sabido que até mesmo dentro de uma mesma classe
existem diferencas na estrutura do sitio H, e possivelmente, na metabolizagdo dos substratos
(ZIMNIAK, 2006), especialmente quando se compara entre espécies diferentes. Devido a
essas particularidades, torna-se necessario identificar e estudar as caracteristicas de cada
classe de GST presente em uma espécie, para se ter uma visao mais abrangente do que estes

organismos sdo capazes de metabolizar.

1.3 CARACTERISTICAS DAS GLUTATIONAS S-TRANSFERASES DA CLASSE ALFA

Na revisdo feita por Park e colaboradores (2020), foi proposta uma filogenia da
familia de GSTs em organismos marinhos, onde foi sugerido a classe kappa (mitocondrial)
como o grupo mais ancestral. A partir dela ha uma primeira divergéncia dando origem a dois
caminhos evolutivos para as GSTs, em um deles ocorre a subdiviséo das classes alfa, mu, pi e
sigma, sendo esta Ultima a que divergiu mais recentemente. Em estudos com mamiferos,
também ja foi proposto que as classes alfa, mu e pi sejam proximas filogeneticamente, sendo
elas também as mais abundantes deste grupo de animais (ZIMNIAK; SINGH, 2006;
SINNING et al., 1993).

Apesar destas classes compartilharem de muitas caracteristicas estruturais,
especialmente do dominio N-terminal, como por exemplo, o aminoacido conservado de
tirosina no sitio catalitico da enzima, que ajuda na estabilizacdo da GSH através de uma

ligacdo de hidrogénio com o atomo de enxofre do tripeptideo (OAKLEY et al.,
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1997; CAMERON et al., 1995; RAGHUNATHAN et al.,, 1994), existem diferencas
significativas entre elas. A classe alfa, diferentemente da mu e da pi, apresenta um residuo de
arginina, conservado em grande parte das isoformas, que também é responsavel pelo processo
de estabilizagcdo da GSH no sitio ativo juntamente com a tirosina (BJORNESTEDT et al.,
1995). Além disso, a classe alfa também possui uma a-hélice a mais no dominio C-terminal
de sua estrutura, tendo essa regido uma grande mobilidade capaz até de bloquear o sitio ativo
(DOURADO; FERNANDES; RAMOS, 2008). Contudo, estudos nos mostram que quando 0
substrato se liga ao sitio da enzima, a regidao C-terminal composta pela a-hélice extra gera
uma conformac&o enzimatica mais fechada e estabilizada quando comparada as classes mu e
pi que ndo possuem a a9-hélice, evidenciando a importancia dessa estrutura para a fungdo
catalitica (GUSTAFSSON et al.,1999; DIRR; WALLACE, 1999).

Uma reacdo padrao catalisada pela familia enzimatica das GSTs € a formacédo de um
tioéter entre a GSH e uma molécula eletrofilica. Sendo assim, para verificar esta atividade
catalitica, geralmente usa-se um substrato artificial chamado 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) (ZIMNIAK, 2006), uma vez que substratos fisiologicamente relevantes para estudar
este tipo de reacdo sdo mais escassos e caros. Por ser uma molécula pequena, ele se acomoda
bem no sitio H de muitas das classes de GSTs e por conta disso pode ser considerado um
substrato quase que universal para essa familia de enzimas (ZIMNIAK, 2006). A reacdo de
conjugacdo da glutationa com o CDNB é uma substituicdo nucleofilica aromatica, no qual o
grupo cloreto ligado ao anel aromatico é substituido pela glutationa (ZIMNIAK, 2006).
Apesar de existir algumas excecbes para a metabolizacdo de CDNB, até hoje, estudos
demonstram que as GSTs da classe alfa, no geral, sdo capazes de realizar este tipo de reacdo
(EATON; BAMMLER 1999; KONISHI et al., 2005).

Um outro substrato estudado nas GSTs da classe alfa é o 4-hidroxinonenal (4-HNE),
este € um composto enddgeno resultante da peroxidacdo lipidica, que possui efeitos tdxicos
no ambiente celular, e esta relacionado a algumas doengas em humanos como, Parkinson e
Alzheimer (YORITAKA et al., 1996; MONTINE et al.,1996). Diferentemente do CDNB, a
reacdo de conjugacdo do 4-HNE com a glutationa é uma adi¢do nucleofilica, portanto, a
glutationa ¢ adicionada a um composto carbonilico o,f insaturado (ZIMNIAK, 2006). Tanto
em humanos quanto em roedores foi identificado uma subclasse especifica dentro das GSTs
alfas que se diferencia do restante por serem capazes de realizar essa reacdo de adicdo
nucleofilica e metabolizar muito bem o 4-HNE, a hGSTA4-4 e a mGSTA4-4,

respectivamente (BRUNS et al.,1999; XIAO et al., 1999). Essas subclasses se caracterizam
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por possuirem algum aminoédcido com grupamento acessivel para interagir com o grupo
carbonilico do 4-HNE, o que nédo € encontrado em outras isoformas de GSTs da classe alfa, e
este € 0 motivo que sugere sua especificidade por esse substrato, uma vez que nao possuem
uma atividade aumentada também em relagcdo ao CDNB, por exemplo (ZIMNIAK, 2006).

Reacdes de conjugacdo da GSH com alguns outros substratos também j& foram
estudados em GSTs da classe alfa. Compostos como o (+)-anti-benzo[a]pireno diol epdxido
(BPDE), um derivado cancerigeno do benzo[a]pireno, séo capazes de se conjugar a glutationa
também através de reacdes de adicdo nucleofilica mediada pela acdo das GSTs (ZIMNIAK,
2006). Em geral, as classes mu e pi sdo as que melhor metabolizam os epoxidos. Em relacéo
ao (+)-anti-BPDE, em humanos e ratos, foi demonstrado que as isoformas da classe pi
possuem maior atividade catalitica para este substrato, contudo, algumas subclasses de GSTs
da classe alfa também sdo capazes de metabolizar o (+)-anti-BPDE nestes organismos, apesar
de apresentarem uma eficiéncia menor (ROBERTSON et al., 1986a; ROBERTSON et al.,
1986b; SINGH et al., 2004).

Além da atividade transferase, as GSTs da classe alfa também possuem capacidade
de catalisar outros tipos de reacfes, um exemplo disso sdo as reacBes de peroxidacédo,
utilizando a GSH como agente redutor para transformar hidroperoxidos organicos em seus
alcoois correspondentes, estudos com enzimas humanas mostram a atividade peroxidase das
GSTs com substratos como hidroperéxido de cumeno e alguns hidroperdxidos de lipideos,
portanto sem atividade para os hidroperoxidos de hidrogénio (MANNERVIK; DANIELSON;
KETTERER, 1988). A atividade de isomerase também é observada nas GSTs da classe alfa
de humanos, para a sintese de hormonios esterdides, como a testosterona e progesterona
(JOHANSSON; MANNERVIK, 2001).

Com isso, é possivel observar que existem diferentes tipos de reacdes que a familia
das GSTs sé@o capazes de catalisar e consequentemente muitos substratos nos quais podem
atuar. Contudo, a maior parte destes estudos se concentram em classificar e caracterizar estas
enzimas em organismos mamiferos, e pouco se tem feito com animais invertebrados.
Considerando o papel de organismos bioindicadores como as ostras e dos biomarcadores de
contaminagdo ambiental como as GSTs, em estudos ecotoxicoldgicos, torna-se evidente a

importancia de se caracterizar esta familia enzimatica nestes organismos também.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X99000739#BIB39
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1.4 ESTUDOS COM A ESPECIE Crassostrea gigas E O MODELO DA ISOFORMA
CgGSTA1.2

Em trabalhos ainda ndo publicados de Zacchi e colaboradores, feitos no Laboratorio
de Biomarcadores de Contaminacdo Aquética e Imunoquimica (LABCAI) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), foi realizada uma identificagdo das classes e subclasses de
GSTs da ostra C. gigas. Este estudo foi realizado através de transcriptomas de diversos
tecidos e do genoma completo de ostra publicado por Zhang et al., (2012) e atualizado por
Wang et al., (2019), que podem ser encontrados nos bancos de dados publicos. Sendo assim,
foram encontradas sequéncias referentes a 24 isoformas de GSTs em C. gigas: 17 destas
pertencentes as classes que contemplam as enzimas citosolicas (6mega, teta, alfa, pi, mi,
sigma, delta e rho), 1 isoforma da classe mitocondrial (kappa) e 6 isoformas pertencente as
GSTs microssomais.

A partir da identificacdo das sequéncias referentes as GSTs de C. gigas, foi
realizado, no trabalho de Deconto (2019), a quantificacdo dos transcritos em niveis basais de
19 isoformas em diferentes tecidos da ostra, podendo assim, ser confirmada a presenca delas
no organismo. A classe alfa foi identificada em duas sequéncias diferentes de GST no
invertebrado, sendo elas denominadas CgGSTAl.1 e CgGSTALl.2, e ambas tiveram sua
prevaléncia basal semelhante em todos os tecidos, ou seja, elas estavam presentes na glandula
digestiva, coracdo, musculos, palpos labiais, manto e branquias das ostras C. gigas
(DECONTO, 2019). Com isso, a isoforma CgGSTA1.2 foi primeiramente escolhida para
realizacdo de estudos que a caracterizassem estruturalmente e funcionalmente, realizados no
trabalho de Deconto (2022).

Modelos estruturais tridimensionais foram construidos computacionalmente para 16
das 24 sequéncias de GSTs identificadas em C. gigas, pois a partir destes modelos estruturais,
com a predicdo de seus padrbes de enovelamento e sitios de ligacdo, torna-se possivel o
estudo de propriedades e atividade destas enzimas.

Sendo assim, o modelo da isoforma CgGSTAL.2, que possui uma sequéncia de 225
aminoéacidos, foi construido e avaliado como confidvel segundo alguns parametros de
confiabilidade e precisdo global descritos no trabalho de Deconto (2022). Na Figura
1 podemos observar as estruturas secundarias da isoforma CgGSTA1.2, composta por 4
folhas-B e 9 a-hélices, sendo possivel destacar a presenga da a9, que ¢ uma caracteristica
particular das GSTs da classe alfa (GUSTAFSSON et al.,1999; DIRR; WALLACE, 1999). Ja
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na Figura 2 est4 representado o modelo em sua forma dimérica, onde a interacdo entre 0s
mondmeros acontece do modo "lock-and-key"”, como ja se sabe que acontece com as GSTs
das classes alfa, mu e pi, em que, geralmente, um residuo de fenilalanina do dominio N-
terminal de uma subunidade interage hidrofobicamente com um residuo do dominio C-
terminal da outra subunidade (SAYED; WALLACE; DIRR, 2000).

A partir da construcdo e validacdo do modelo estrutural da enzima, estudos de
interacdo  proteina-ligante, com  possiveis  substratos podem  ser realizados
computacionalmente também. Técnicas como o0 atracamento molecular, que podem ser
realizadas por diversas plataformas e programas, predizem sitios e tipos de ligacGes nédo
covalentes entre um receptor e seu ligante (GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).
Ja as simulacGes de dinamica molecular nos permitem um modelo de sistemas mais
complexos, considerando mais aspectos biolégicos das moléculas, como sua flexibilidade,
interacBes em um meio com solvente, regulacdo de temperatura, além da presenca de campos
de forcas que ajudam a prever a trajetéria dos &tomos em uma escala de tempo (VERLI,
2014). Ao fazer uso destas metodologias de forma combinada, busca-se cada vez mais simular
sistemas bioldgicos a fim de solucionar problematicas atreladas a eles de uma forma mais

detalhada, répida e preditiva.

Figura 1. Representacdo tridimensional do modelo monomérico da isoforma CgGSTAL.2, com

suas estruturas secundarias identificadas e enumeradas.

Fonte: Elaborado pela autora no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019), a partir da predicdo do modelo
criado por Deconto (2022).
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Figura 2. Representacdo tridimensional do modelo dimérico da isoforma CgGSTA1.2, com

suas duas cadeias identificadas.

C-terminal (cadeia B)

Fonte: Elaborado pela autora no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019), a partir da predi¢io do modelo
criado por Deconto (2022).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar estruturalmente in silico a isoforma enzimatica Glutationa S-transferase

alfa 1.2 de ostra Crassostrea gigas através de sua interacdo com possiveis substratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar as interacGes dos ligantes CDNB, 4-HNE e (+)-anti-BPDE no sitio
ativo da estrutura modelada CgGSTAL.2.
e Avaliar a estabilidade do complexo receptor-ligante, apenas para 0 CDNB, suas

energias de ligacdo e interacdes proteina-ligante em uma escala de tempo.
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e Comparar as andlises da simulagdo por dindmica molecular, in silico, com o0s
dados de cinética enzimatica feitas com a isoforma CgGSTA1.2 recombinante e
0 substrato CDNB, in vitro.

3METODOLOGIA

3.1 ATRACAMENTO MOLECULAR PROTEINA-LIGANTE

Considerando o que se tem na literatura foi decidido testar a interagcdo de nosso
modelo proteico GSTAL1.2 de Crassostrea gigas, com 0s seguintes substratos: 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), 4-hidroxinonenal (4-HNE) e (+)-anti-benzo[a]pireno diol epdxido
((+)-anti-BPDE), uma vez que esses demonstram ser importantes substratos para as GSTs da
classe alfa. Um parametro definido pelo nosso grupo de pesquisa, para os testes de
atracamento molecular, foi realiza-los com estruturas desses ligantes ja conjugadas a GSH,
uma vez que assim poderiamos avaliar a acomodacdo das moléculas nos sitios G e H da
enzima simultaneamente, como deve ocorrer nos sistemas biolégicos.

Para isso, foi realizada uma busca no PDB (http://rcsb.org) por estruturas
cristalogréaficas de GSTs da classe alfa de outros organismos, que estivessem ligadas aos
substratos de nosso interesse, conjugados a GSH. Sendo assim, as estruturas cristalograficas
selecionadas foram: uma GST alfa de Gallus gallus (PDB:1vf3) para o substrato CDNB; uma
GST alfa de Mus musculus (PDB:1b48) para o substrato 4-HNE e outra GST alfa de Mus
musculus (PDB:1ml6) para o substrato (+)-anti-BPDE. Entéo, as estruturas dos ligantes foram
separadas da estrutura proteica de origem e hidrogénios foram adicionados, usando o
programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019), para que estes pudessem ser usados nos testes
de atracamento.

Os ensaios de atracamento molecular foram realizados pelo programa EADock DSS
(GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011) através do portal http://swissdock.ch. Apos

adicionar os arquivos da proteina e do ligante, foram definidos alguns parametros, como o

tamanho e a centralizagdo da caixa de atracamento, 0 modo do atracamento e a flexibilidade
para as cadeias laterais proximas ao ligante. Sendo assim, todas as caixas de atracamento
tiveram o tamanho de 15x20x20 A para o eixo X, Y e Z, respectivamente e foram
centralizados no sitio catalitico de uma das subunidades das proteinas, utilizando a ferramenta
de anélise de superficie, Autodock Vina, do programa UCSF Chimera (PETTERSEN et al.,


https://www.rcsb.org/
http://www.swissdock.ch/
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2004), para obter as coordenadas. O modo de atracamento escolhido foi o accurate, com
maior poder computacional envolvido e maior tempo de analise, ele gera modos de ligacdo
mais precisos (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011). Ja, a flexibilidade das cadeias
laterais foi permitida para residuos que estivessem até 3 A de distancia do ligante.

Além dos testes com cada um dos ligantes em nosso modelo estrutural, CGSTA1.2,
também foram realizados testes de redocking, ou seja, submetemos ao atracamento molecular
as estruturas proteicas das estruturas cristalograficas com seus respectivos ligantes, para
assim, avaliar a capacidade do programa de reproduzir as posi¢fes originais e comparar 0S
resultados com as posi¢des que obtivemos em nosso modelo estrutural. Com isso, um dos
aspectos avaliados nesta etapa foi o valor de RMSD (Raiz do Desvio Quadratico Médio) do
ligante, que se refere ao desvio espacial que a estrutura sofreu apds passar pelo atracamento
molecular, com base em sua posicdo original retirada da estrutura cristalografica. As posi¢des
foram, primeiramente, avaliadas no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019) e os calculos
de RMSD foram feitos utilizando a plataforma online DockRMSD (http://zhanggroup.org)
(BELL; ZHANG, 2019).

Um outro aspecto avaliado e comparado entre o atracamento dos ligantes com nosso

modelo e os redockings, foram os valores da variacdo de energia livre de Gibbs (AG) dadas
pelo préprio programa de atracamento para cada uma das posi¢des encontradas. Os valores de
AG, quando negativos, nos indicam que a reagdo ird liberar energia, j& quando o AG ¢
positivo, a reacdo precisa consumir energia do sistema para que ocorra. Sendo assim, sob
condigdes dos sistemas bioldgicos que possuem pressdo e temperatura constantes, o AG das
reacOes que ocorrem espontaneamente sempre € negativo (NELSON; COX, 2019). Com isso,
quanto mais negativos e proximos dos valores de AG dos redockings, que foram feitos com as
estruturas cristalograficas, maior a tendéncia das posicdes do atracamento encontradas para 0s
ligantes em nosso modelo acontecerem espontaneamente.

O ultimo aspecto considerado nessa etapa do trabalho, foi a quantidade e a natureza
das interacfes dos ligantes com os residuos do sitio catalitico da enzima. Para avaliar esse
aspecto, foi usado o programa LigPlot+ (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011), que nos
forneceu diagramas 2D com as interages ndo covalentes entre proteina e ligante. Desta
forma, comparamos o padrdo de interacdo dos ligantes no sitio catalitico das estruturas
cristalogréaficas, das quais foram retirados, com o que encontramos através do atracamento

molecular com o0 nosso modelo, CgGSTAL.2.


https://zhanggroup.org/DockRMSD/
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3.2 DINAMICA MOLECULAR ATOMISTICA

O melhor complexo proteina-ligante que obtivemos na etapa de atracamento
molecular para o ligante CDNB em nosso modelo, CgGSTAL.2, foi analisado quanto a sua
estabilidade, através da variacdo do comportamento molecular do complexo como funcéo do
tempo, em meio a uma solucdo aquosa, por meio de simulacdes de dinamica molecular (DM)
(VERLI, 2014). Para a realizacdo da DM utilizamos o programa GROMACS 2021.3
(ABRAHAM et al., 2015), seguindo como base o tutorial disponivel no proprio site do

programa (http://mdtutorials.com).

A descricdo conformacional dada por uma simulacdo de DM é descrita pela fisica
classica, onde a temperatura do sistema fornece energia para que 0s atomos, com suas
respectivas massas, sofram uma aceleragdo e mudem suas posi¢es no espaco, fendbmeno que
é regido por campos de forcas especificos, ou seja, por parametros de forgas interatbmicas e
intermoleculares aplicados ao sistema (VERLI, 2014). O campo de for¢a que utilizamos neste
trabalho foi o CHARMM36, com a topologia do ligante sendo preparada atraves de um outro
campo de forca, CGenFF (VANOMMESLAEGHE et. al., 2009). O sistema foi envolto por
uma caixa dodecaédrica, solvatado com moléculas de &gua e neutralizado com a adi¢éo de
150 mM de ions. Para que o sistema ndo apresentasse choques estéricos ou geometria
inadequada, foi submetido a uma etapa de relaxamento através de uma minimizacao de
energia. Depois, foi realizada uma etapa de equilibracdo, para que todo o sistema estivesse na
temperatura de 27°C e pressdo de 1 Atm (parametros ambientais), a fim de manter a
orientacdo correta de seus componentes em relacdo a proteina e densidade adequada. Com
todas as etapas de preparacdo concluidas, a simulacdo de DM foi realizada por 150 ns.

Além do complexo CgGSTAL.2-ligante (holo), foi realizada a simulacdo de DM
também com a estrutura cristalografica (PDB:1vf3) e para 0 modelo CgGSTAL.2 sem ligante
(apo), seguindo o mesmo protocolo descrito acima, com o intuito de tecer analises
comparativas entre os trés sistemas. Uma das analises foi o calculo de RMSD (backbone) para
o ligante, considerando o desvio espacial que a estrutura sofreu ao longo da simulagdo em
relacdo a sua posicgdo inicial no sitio catalitico da enzima, comparando a movimentagdo do
ligante no sitio ativo do nosso modelo proteico, CgGSTAL.2 e no sitio ativo da estrutura
cristalografica. Também avaliamos a variacdo das distancias de atomos envolvidos em

interacdes polares que julgamos importantes, encontradas na etapa de atracamento molecular,


http://www.mdtutorials.com/gmx/complex/index.html
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durante todo o percurso da simulacdo de DM. O intuito foi verificar a estabilidade destas
ligaces e comparar com o que foi encontrado na estrutura cristalogréfica.

Outra analise realizada, foi dos valores de RMSF (Raiz da Flutuacdo Quadratica
Média) da proteina, com o intuito de verificar a flexibilidade dos residuos de aminoacidos da
proteina através da movimentacdo de seus carbonos-a (SILVA, 2018). Desta forma,
comparamos além dos valores de RMSF de nosso modelo com o da estrutura cristalografica
PDB:1vf3, também os valores de RMSF da simulacdo de DM do modelo CgGSTAL.2 com a
presenca do ligante GDN (holo) e sem a presenca do ligante (apo) em seu sitio catalitico, para
avaliar a influéncia do ligante na estabilidade da estrutura proteica.

Os célculos de energia de ligacdo dos sistemas proteina-ligante foram feitos através
do pacote gmx_MMPBSA (VALDES-TRESANCO et al., 2021). Considerando que a AG de
um sistema ¢ composta por valores de variagao de entalpia (AH) e de variagdo de entropia
(AS), usamos apenas os valores de AH para expressar € comparar a energia dos sistemas. Uma
vez que a entalpia representa o contetido de calor total, ela reflete a quantidade e a natureza
das interacdes quimicas envolvidas nas reagdes. Sendo assim, quanto menor o valor de AH,
mais calor ¢ liberado da reagdo, contribuindo para diminuir o AG, o que significa que o
contetdo de calor dos reagentes é maior que do produto, e que a reacdo esta mais propensa a
ocorrer espontaneamente (NELSON; COX, 2019). Utilizando o mesmo pacote
gmx_MMPBSA foi realizado também a decomposicao da contribui¢do entre residuos do sitio
catalitico para a energia de ligacdo, desta forma, apenas aminoacidos que estivessem a 4 A do

ligante foram considerados nessa analise.
4 RESULTADOS
4.1 ATRACAMENTO MOLECULAR COM OS LIGANTES DE INTERESSE
4.1.1 Ligacao de CgGSTA1.2 com GSH conjugada ao CDNB (GDN)

A partir do atracamento molecular realizado do nosso modelo estrutural de GST
(CgGSTAL.2) com a molécula GDN (CDNB conjugado a GSH) foi possivel escolher uma
posicdo do ligante dentro do sitio catalitico de forma semelhante a estrutura cristalografica

(PDB:1vf3) a qual usamos como referéncia. Sendo assim, a posicao escolhida apresentou um

RMSD de 2.8 A em relagio a posigdo do ligante na estrutura cristalografica de referéncia,
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como mostrado na Figura 3. Como resultado desses atracamentos, encontramos valores de
energia livre de -8,0 kcal/mol, o que indica que a ligacdo pode ocorrer espontaneamente
(NELSON; COX, 2019).

A fim de saber se a posi¢do encontrada se aproxima da referéncia usada aqui como
controle, retiramos o ligante de uma estrutura cristalogréfica e fizemos o atracamento
molecular da proteina e do ligante ambos pertencente a mesma estrutura, PDB:1vf3. Esse
controle chamamos de redocking. Quando comparamos esses valores com o da melhor
posicdo do redocking observamos que os valores, RMSD de 2.1 A e energia livre de -9,2
kcal/mol, séo bastante proximos, como mostrado na Tabela 1. Além disso, foram analisadas
as interacBes dos ligantes com alguns aminoacidos do sitio catalitico de nosso modelo
estrutural, e foi possivel observar ligacdes de hidrogénio com a Y13, R104 e Y214, além de
interacdes hidrofobicas com a F14, V59, Q58, L222 e R224 (Figura 4). Quando comparamos
com as interacdes que o GDN faz no sitio catalitico da estrutura cristalografica, podemos
observar que ha algumas correspondéncias entre os aminoacidos como mostrado na Figura 5,
dando destaque para a V59, Q58 e especialmente para a Y13, que € um aminoacido
importante e bem conservado no sitio catalitico das GSTs da classe alfa (CAMERON et al.,
1995). Em ambos esta fazendo uma ligacdo de hidrogénio com a parte de anel do conjugado,
pertencente ao CDNB (Figura 5).

Figura 3. Sobreposicdo das posic@es do ligante GDN no modelo CgGSTAL.2 (roxo) com a
posicdo na estrutura cristalografica PDB:1vf3 (cinza claro). E sobreposicdo das posi¢bes do
ligante GDN no redocking feito com a estrutura cristalografica PDB:1vf3 (cinza escuro) com

a posicao original tirada desta (cinza claro).

Fonte: Elaborado pela autora no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019).
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Figura 4. Representacdo 2D das interagBes do ligante GDN no sitio catalitico do modelo
estrutural da proteina CgGSTAL.2. Ligacdes de hidrogénio estdo representadas em verde, com
0s aminodacidos Y13, R104 e Y214. InteracGes hidrofdbicas estdo representadas em vermelho,

com o0s aminoacidos F14, V59, Q58, L222 e R224.

i
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Tyr214
Fonte: Elaborado pela autora no programa LigPlot (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).

Figura 5. Representacdo 2D das interacdes do ligante GDN no sitio catalitico do modelo
estrutural da proteina CgGSTAL.2 e da estrutura cristalografica PDB:1vf3 (em cinza ao fundo)
sobrepostas. Os circulos em vermelho indicam as conservacGes de posicao entre os residuos

de ambas as estruturas, calculadas pelo préprio software LigPLot.
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Tyr214

Fonte: Elaborado pela autora no programa LigPlot (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).

4.1.2 Ligacéo de CgGSTAL.2 com GSH conjugada ao 4-hidroxinonenal (HAG)

Para avaliar a interacdo do modelo estrutural da proteina CgGSTAL.2 com o substrato
4-HNE analisamos os resultados do atracamento molecular feito com essa molécula
conjugada a GSH, aqui chamado de HAG, semelhante ao realizado para o CDNB.
Escolhemos também uma posicdo em que o ligante estivesse ocupando o sitio ativo da
proteina de forma semelhante ao da estrutura cristalografica que usamos como referéncia,
neste caso a PDB:1b48. A posicdo escolhida apresentou um RMSD de 5.4 A em relagdo a
posicdo do ligante no cristal, como mostrado na Figura 6, e energia livre de -9,5 kcal/mol
(Tabela 1). O valor mais alto de RMSD nos mostra que ndo foi possivel reproduzir a posi¢éo
do ligante na estrutura cristalografica de referéncia, especialmente quando comparamos com
os valores obtidos para o redocking que apresentou valor de energia livre -11,9 kcal/mol e
RMSD de 2.0 A (Tabela 1), bem distante do obtido para 0 nosso modelo. Entretanto, o valor
negativo de energia livre nos indica que ainda assim é uma ligacdo provavel de acontecer

espontaneamente, porém em uma posicao distinta da estrutura usada como controle.
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A partir dessa posicdo de baixa energia foi avaliada a interacdo do ligante com
alguns aminoacidos do sitio catalitico no modelo estrutural da proteina CQGSTAL.2. LigacGes
de hidrogénio foram observadas com os residuos G73 e R104, e interacdes hidrofébicas com
os residuos F14, R19 e T72 (Figura 7). Ao compararmos com as interacdes que a HAG faz no
sitio catalitico da estrutura cristalografica de referéncia, vemos que ha apenas uma
correspondéncia com as interagdes do ligante em nosso modelo estrutural, que acontece no
residuo T72, contudo, na estrutura cristalografica, essa treonina interage com o ligante por

ligacdo de hidrogénio e em nosso modelo aparece como uma interacdo hidrofobica (Figura 8).

Figura 6. Sobreposicao das posi¢es do ligante HAG no modelo CgGSTAL.2 (roxo) com a
posi¢do na estrutura cristalografica PDB:1b48 (cinza claro). E sobreposicdo das posi¢fes do
ligante HAG no redocking feito com a estrutura cristalografica PDB:1b48 (cinza escuro) com

a posicao original tirada desta (cinza claro).

Fonte: Elaborado pela autora no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019).

Figura 7. Representacdo 2D das interacdes do ligante HAG no sitio catalitico do modelo
estrutural da proteina CgGSTAL.2. Ligacdes de hidrogénio estdo representadas em verde, com
os aminoacidos G73 e R104. InteracGes hidrofdbicas estdo representadas em vermelho, com
0s aminodcidos F14, R19 e T72.
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Fonte: Elaborado pela autora no programa LigPlot (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).

Figura 8. Representacdo 2D das interacdes do ligante HAG no sitio catalitico do modelo
estrutural da proteina CgGSTAL.2 e da estrutura cristalografica PDB:1b48 (em cinza ao
fundo) sobrepostas. Os circulos em vermelho indicam as conservacbes de posicdo entre 0s

residuos de ambas as estruturas, calculadas pelo préprio software LigPLot.
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Fonte: Elaborado pela autora no programa LigPlot (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).

4.1.3 Ligacdo de CgGSTAL1.2 com GSH conjugada ao (+)-anti-BPDE (GBX)

O resultado do atracamento da molécula de (+)-anti-BPDE conjugada a GSH (aqui
chamada de GBX) com CgGSTAL.2 foi comparado a posicdo do ligante na estrutura
cristalografica PDB:1ml6. A posi¢do mais proxima que obtivemos dessa estrutura referéncia
teve um RMSD de 3.3 A (Figura 9), e sua energia livre de interacdo foi de -11,2 kcal/mol.
Esses valores foram comparaveis aos obtidos no redocking realizado com a estrutura
cristalografica, no qual obtivemos um valor de RMSD de 2,5 A e energia livre de -9,8
kcal/mol, como pode ser visto na Tabela 1. Apesar do RMSD ter sido um pouco mais alto, a
energia de interagdo de GBX com o0 nosso modelo foi mais baixa que a encontrada na melhor
posicdo do redocking, como pode ser visto na Tabela 1, sugerindo ser bastante
favoravel. Também foi observado que o ligante GBX interagiu no sitio catalitico do nosso
modelo estrutural da proteina CgGSTAL.2 através de ligacbes de hidrogénio com os
aminoacidos K57, Q58 e V59 e de interaces hidrofobicas com os aminoécidos R19, L111,

F115, L222 e R224 (Figura 10). Quando comparamos com as interacGes do ligante na
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estrutura cristalografica, vemos que ha correspondéncias entre quatro aminoacidos, como
mostrado na Figura 11. Um destaque deve ser dado para os residuos Q58 e V59 que também
aparecem interagindo com o ligante GDN em nosso modelo CgGSTALl.2 e possuem
correspondéncias nas estruturas cristalogréaficas (PDB:1vf3 e PDB:1ml6) usadas como
parametros de comparagdo para ambos ligantes.

Figura 9. Sobreposicdo das posi¢des do ligante GBX no modelo CgGSTAL.2 (roxo) com a
posi¢do na estrutura cristalografica PDB:1ml6 (cinza claro). E sobreposicdo das posi¢des do
ligante GBX no redocking feito com a estrutura cristalografica PDB:1ml6 (cinza escuro) com

a posicao original tirada desta (cinza claro).

Fonte: Elaborado pela autora no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019).

Figura 10. Representacdo 2D das interacfes do ligante GBX no sitio catalitico do modelo
estrutural da proteina CgGSTAL.2. LigacGes de hidrogénio estdo representadas em verde, com
os aminoacidos K57, Q58 e V59. Interacdes hidrofobicas estdo representadas em vermelho,
com os aminodcidos R19, L111, F115, L222 e R224.
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Fonte: Elaborado pela autora no programa LigPlot (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).

Figura 11. Representacdo 2D das interagdes do ligante GBX no sitio catalitico do modelo
estrutural da proteina CgGSTAL1.2 e da estrutura cristalografica PDB:1ml6 (em cinza ao
fundo) sobrepostas. Os circulos em vermelho indicam as conservacfes de posicdo entre 0s

residuos de ambas estruturas, calculadas pelo proprio software LigPLot.
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Fonte: Elaborado pela autora no programa LigPlot (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).

Tabela 1. Valores de RMSD e de energia livre das melhores posi¢des do ligante encontradas
através do atracamento molecular com o modelo estrutural CgGSTA1.2 e com 0s cristais

usados como controles positivos.

RMSD AG
(A) (kcal/mol)

CgGSTAL.2 - GDN 2.8 -8

Cristal (1vf3) - GDN 2.1 -9,2
CgGSTAL.2 - HAG 54 9.5
Cristal (1b48) - HAG 2.0 -11,9
CgGSTA1.2-GBX 33 11,2

Cristal (1ml6) - GBX 2.5 -9.8
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4.2 SIMULACAO DE DINAMICA MOLECULAR COM O LIGANTE CDNB

Avaliar a simulagéo da dindmica molecular pode fornecer dados mais precisos sobre
as interacdes, uma vez que utilizamos a molécula em caixa de &4gua e acompanhamos o
dinamismo das moléculas e suas respectivas interacdes ao longo do tempo (VERLI, 2014).
Escolhemos o ligante CDNB por ser um classico metabdlito de GSTA em vertebrados
(EATON; BAMMLER 1999; KONISHI et al., 2005). O objetivo foi verificar se as interagdes
com a proteina de ostra séo de fato favoraveis ao longo do tempo como apontam os resultados
de atracamento molecular.

Apos realizar a simulacdo de dindmica molecular do nosso modelo proteico com a
molécula de GDN, a primeira andlise feita foi do RMSD do ligante ao longo de toda
trajetdéria, ou seja, ao longo do tempo analisado. Como mostrado na Figura 12, podemos
observar que durante os 80 ns de trajetéria iniciais, o ligante mantém sua posicdo
relativamente estavel no sitio catalitico da proteina CgGSTA1.2. Nos 40 ns seguintes, no
entanto, ocorre uma movimentacdo maior e proximo dos 30 ns finais de simulagcdo, 0 GDN
encontra outra posicdo de maior estabilidade no sitio catalitico de nosso modelo. Sendo assim,
a Tyr 13 que antes interagia com a parte do anel aromatico do CDNB, nesta nova
conformacdo, passa a interagir com a cadeia alifatica da GSH (Figura 13). LigacBes com
outras duas tirosinas sdo observadas, e com um aspartato da outra cadeia também, o anel do
CDNB néo parece estabelecer ligacdes de hidrogénio com nenhum residuo.

O RMSD da posicéo final do ligante apds a simulacdo de DM, em comparacao a sua
posicdo inicial, selecionada na etapa de atracamento, foi de 6.2 A (0.62 nm) e estd
representada na Figura 14. J& quando observamos o ligante no sitio catalitico da estrutura
cristalogréfica que usamos como controle, percebemos que sua movimentacdo foi bem menor
e se manteve estavel durante toda a trajetéria de 150 ns. O RMSD da posicdo final do ligante
apos a simulacdo de DM, em comparagdo a posicdo inicial, foi de 1.8 A (0.18 nm) para a

estrutura cirstalografica (Figura 14).

Figura 12. Grafico do RMSD da posi¢do do ligante GDN no sitio de ligacdo do modelo
proteico CgGSTAL.2 (roxo) e da estrutura cristalografica PDB:1vf3 (cinza), durante a

trajetdria de 150 ns em simulacdo de dinamica molecular atomistica.
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Figura 13. Representacdo 2D das interacBes do ligante GDN no sitio catalitico do modelo
estrutural da proteina CgGSTAL.2, ap6s 150 ns de trajetoria em simulacdo de dindmica
molecular atomistica. Ligacfes de hidrogénio estdo representadas em verde, com o0s
aminoacidos Y13, Y107, Y214 e D105(B). Interacdes hidrofébicas estdo representadas em

vermelho, com os aminoacidos 1215 e VV218.
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Fonte: Elaborado pela autora no programa LigPlot (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).
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Figura 14. Sobreposi¢do das posigdes iniciais e finais da simulacdo de dindmica molecular
para o ligante GDN no modelo CgGSTAL.2 (roxo) e na estrutura cristalografica PDB:1vf3
(cinza). As posi¢des do inicio da trajetdria estdo representadas em roxo e cinza claro,
enquanto as posicoes finais, apds 150 ns de simulacdo, estdo representadas em roxo e cinza

escuro.

Fonte: Elaborado pela autora no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019).

Como mostrado na Figura 12, nos primeiro 80 ns de simulacdo de DM com nosso
modelo, o ligante apresenta uma menor movimentacao dentro do sitio catalitico e se mantém
mais proximo de sua posicdo inicial. Sendo assim, resolvemos analisar a ligacdo de
hidrogénio que a Tyr 13 faz com o anel aromético do ligante, visto que, essa ligacdo também
acontece na estrutura cristalografica que usamos como referéncia, e que esse residuo é bem
conservado no sitio catalitico das GSTs da classe alfa no geral (CAMERON et al., 1995).

A Figura 15 mostra, para os complexos do modelo CgGSTA1.2-GDN e estrutura
experimental PDB:1vf3-GDN, a varia¢do da distancia que os atomos doadores e aceptores de
elétrons, envolvidos na interagdo polar, estdo um do outro. Podemos observar que, para 0
complexo do modelo CgGSTA1.2-GDN, nos primeiros 50 ns, essa distancia se mantém
variando de 2 A até 6 A, depois disso, a distincia e sua varia¢io tende a aumentar no sistema.
Quando comparamos com a estrutura cristalografica, na qual, o ligante se movimenta bem
menos no sitio catalitico, de acordo com os dados de RMSD (Figura 12), observamos que a
distancia dos atomos doadores e aceptores de elétrons da ligacéo de hidrogénio, entre a Tyr9 e
o ligante, € alta durante toda a trajetéria de DM, e apesar de constante, tampouco poderia

configurar uma interacdo polar com alta ocupancia.
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Figura 15. Grafico da variacdo da distancia entre os atomos doadores e aceptores de elétrons
na ligacdo de hidrogénio entre o residuo de tirosina e o ligante, durante os 150 ns de trajetoria
de dindmica molecular para o0 modelo CgGSTAL.2 (roxo) e para a estrutura cristalogréfica
PDB:1vf3 (cinza).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A terceira andlise realizada foi do RMSF da cadeia A das proteinas, a qual interage
com o ligante (Figura 16). O RMSF mede a flutuacdo da cadeia principal da proteina medida
via carbono central alfa de cada aminoacido. Essa analise foi feita comparando o modelo em
seu estado apo (sem ligante) e holo (com ligante), assim como, com a estrutura cristalografica
PDB:1vf3 (holo). Como o nosso modelo CgGSTAL1.2 possui regides de loop em sua
extremidade C-terminal, que ndo compdem o sitio catalitico da enzima, mas que
movimentaram bastante durante a simulacdo, mais de 10 A (1 nm), para essa analise, esses
residuos foram excluidos.

Comparando o RMSF do nosso modelo e da estrutura cristalografica (Figura 16),
podemos observar que os residuos do modelo, em geral, se movimentam mais durante a
trajetoria de DM que os residuos da estrutura cristalografica, especialmente na regido da o-
hélice 9, pode-se observar melhor essa diferenca. Considerando que a hélice a9 é uma parte
bastante mdvel das estruturas das GSTs da classe alfa, e que tende a se estabilizar com a
presenca de um ligante, ajudando na acomodacao deste no sitio catalitico (GUSTAFSSON et
al.,1999; DIRR; WALLACE, 1999), fizemos uma comparacao da movimentacao dos residuos
de nosso modelo CgGSTA1.2 em seu estado apo e holo (Figura 16). Entretanto, percebemos

que na auséncia do ligante, em geral, a proteina movimentou menos. A regido da a9, que
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pareceu se movimentar mais com presenca do ligante no modelo, contrasta com o observado

para a estrutura cristalogréafica, a qual apresenta movimentacao baixa (Figura 17).

Figura 16. Gréafico de RMSF da estrutura proteica do modelo CgGSTAL1.2, durante as
trajetorias de 150 ns nas simulagdes de dindmica molecular atomistica com a presen¢a do
ligante GDN (roxo) e sem a presenca do ligante (rosa). E também da trajetoria com a estrutura
proteica cristalografica PDB:1vf3 na presenca do ligante GDN (cinza). Embaixo, uma
representacdo 3D da movimentagdo dos residuos do modelo CgGSTAL.2 durante a trajetoria
de dindmica molecular com a presenca do ligante GDN, quanto maior a movimentacdo, mais

quentes as cores e mais largo é representada a linha da cadeia principal da proteina.
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Fonte: Elaborado pela autora no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019).

O calculo de energia livre dos sistemas foi realizado para os 20 ns finais da
simulacdo, visto que foi apenas neste intervalo de tempo que o ligante GDN voltou a assumir
uma posicdo de maior estabilidade no sitio catalitico do modelo proteico CgGSTAL.2, como
pode ser observado pelo grafico de RMSD do ligante (Figura 12). Em outros trabalhos de
DM, também foi utilizado este critério para estabelecer o melhor intervalo de tempo para o
calculo de energias (Li et al., 2015).

Desta forma, como podemos observar na Figura 17, a média dos valores de energia
para o complexo do nosso modelo com o ligante foi de -23,97 kcal/mol, um pouco mais alta
que para a estrutura cristalografica que usamos como controle, que foi de -39,06 kcal/mol. A
partir dos valores da energia total para os complexos, foi realizada também a decomposicao
da contribuicdo individual de energia de cada residuo de aminoécidos nas proximidades do
ligante, como mostrado na Figura 18. Em nosso modelo estrutural de GSTAL.2 de C. gigas,
dez aminoacidos contribuiram para a interacdo proteina-ligante. Os residuos Y13, R19 e Y214
foram os que apresentaram menor valor de energia, provavelmente contribuindo para a
manutencdo do complexo proteina-ligante atraves de ligacdes de hidrogénio com a parte da
GSH do conjugado. Identificamos ligacGes de hidrogénio com esses residuos ao analisar o
complexo no tempo final de simulagdo, como apresentado no diagrama da Figura 13. O
residuo V218 estad representado no diagrama interagindo com o anel aroméatico do CDNB
hidrofobicamente, e na decomposicdo de energia ele também aparece contribuindo para a

manutencdo do complexo proteina-ligante.
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Dentre todos os residuos identificados na andlise de decomposicdo como
responsaveis pela diminuicéo da energia do sistema CgGSTAL.2-GDN, sete sdo conservados e
também estdo presentes como contribuintes na decomposicdo de energia para o sistema da
estrutura cristalografica PDB:1vf3. Em nosso modelo esses residuos sdo: Y13, R19, Q58,
P60, T72, L111 e F115 (Figura 19).

Figura 17. Grafico da variagdo de energia livre de ligagdo dos sistemas CgGSTAL.2-GDN
(roxo) e estrutura cristalografica PDB:1vf3-GDN (cinza), durante os 20 ns finais das

trajetorias de dindmica molecular atomistica. Considerando apenas as contribuicdes
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 18. Gréaficos da contribuicdo dos residuos para a energia livre de ligagdo proveniente
da analise de decomposicdo de energia para os 20 ns finais da trajetoria de dindmica
molecular atomistica. (A) Decomposicdo de energia para o complexo CgGSTA1.2-GDN. (B)
Decomposicdo de energia para o complexo estrutura cristalografica PDB:1vf3-GDN, que foi

usado como controle positivo.
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Figura 19. Alinhamento das sequéncias de GST alfa de Gallus gallus (estrutura cristalogréfica
PDB:1vf3) em cinza, com a sequéncia de GST alfal.2 de Crassostrea gigas em rosa. Com
destaque para os residuos conservados e que sdo responsaveis pela estabilidade do complexo

proteina-ligante em ambas estruturas.
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5 DISCUSSAO

Na dissertacdo de mestrado de Deconto (2022), que foi realizada em paralelo a este
trabalho, dados de atividade e cinética enzimatica foram obtidos para a proteina CgGSTAL.2
recombinante e purificada, com os substratos CDNB e GSH, afim de avaliar funcionalmente e
in vitro a capacidade de conjugacdo da enzima. Desta forma, seus dados mostraram que a
isoforma de GST alfal.2 de ostra C.gigas foi capaz de conjugar o CDNB a GSH com uma
atividade especifica de 654,53 umol/min/mg de proteina, um K, de 5,627 mM e V. de 6547
pmol/min/mg de proteina (DECONTO, 2022). O K, (constante de Michaelis) € a
concentracdo de substrato necessaria para que metade da velocidade maxima da reacdo seja
atingida e 0 V.. é a velocidade méxima da reacdo, a qual ndo mudara mais significativamente
com o aumento de substrato (NELSON; COX, 2019). Ambos valores sdo parametros
cinéticos usados para demonstrar a atividade de enzimas para substratos especificos.

Esperando encontrar resultados estruturais que pudessem explicar e detalhar essa
interacdo proteina-ligante no sitio catalitico da enzima, partimos de um modelo estrutural da
proteina CgGSTAL.2, para simulacfes de atracamento e dindmica molecular, com o ligante de
interesse, 0 GDN. Desta forma, decidimos comparar nossos resultados com aqueles obtidos
também para uma estrutura de GST alfa resolvida por cristalografia juntamente com o ligante.
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A Unica estrutura encontrada no Banco de Dados de Proteinas (PDB) ligada ao GDN, foi a
GSTA1.1 de Gallus gallus (PDB:1vf3) depositada por LIN et al., (2005), porém nenhum
artigo foi publicado ainda e nenhum dado se tem sobre a atividade e cinética enzimatica dessa
isoforma, em especifico, para tecer comparagdes dessa natureza. Com isso, decidimos usar a
estrutura cristalogréfica PDB:1vf3 apenas como um referencial estrutural para o ligante no
sitio catalitico do modelo CgGSTAL.2.

Através do atracamento molecular buscamos testar a reproducdo in silico da
orientacdo, dos valores de energia livre e dos tipos de interacdes do ligante no modelo
proteico. Nossos resultados mostraram que foi possivel reproduzir a posi¢do do ligante em
nosso modelo com um desvio de 2A<RMSD<3A, sendo comparavel ao que foi obtido para
redocking com a estrutura cristalografica. Um dos critérios mais relevantes que usamos nesta
etapa foi a interacdo com o residuo de tirosina. Este residuo é conservado no sitio catalitico
das GSTs da classe alfa, uma vez que ele (Y9) aparece interagindo por ligagdo de hidrogénio
com o anel do CDNB na estrutura cristalografica (PDB:1vf3), e por ja ser bem elucidado na
literatura sua importdncia para a estabilizacdo da GSH no sitio G dessas enzimas
(CAMERON et al., 1995). Sendo assim, é um forte candidato a também ser relevante na hora
de orientar o conjugado no sitio catalitico em C. gigas.

Muitas outras posi¢Ges encontradas pelo atracamento molecular tiveram valores de
energia livre menores, entdo, com o intuito de verificar a estabilidade do ligante na posicédo
escolhida, submetemos o complexo a uma trajetdria de simulacdo de dindmica molecular por
150 ns. O que observamos foi que durante os 80 ns iniciais o ligante se manteve variando
pouco de sua posicao inicial, depois ele trocou de posicdo no sitio catalitico e se estabeleceu
em uma outra posicdo nos ultimos 25 ns, na qual voltou a ficar estavel como mostramos na
figura 12. Como na estrutura cristalografica que usamos como referéncia, o ligante se
manteve na mesma posicao durante toda a trajetoria, chegamos a conclusao que essa posicao
inicial dada pelo atracamento molecular do ligante com o nosso modelo, ndo fosse a mais
favoravel. Com base nessa suposi¢do optamos por avaliar apenas as energias de interacdo dos
20 ns finais da trajetoria, como sendo essa a posicdo de interacdo do complexo proteina-
ligante mais proxima da estabilizacéo.

As variacOes das distancias entre os atomos doadores e aceptores de elétrons na
interacdo de hidrogénio das tirosinas 9 e 13, da estrutura cristalografica PDB:1vf3 e do
modelo CgGSTA1.2, respectivamente, com o ligante GDN, também foram monitoradas

durante toda a trajetoria. Desse modo € possivel avaliar a participacdo dessas tirosinas na
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estabilidade dos ligantes no sitio catalitico. O que observamos foi que mesmo para a estrutura
cristalografica de referéncia a distincia entre os 4tomos foram maiores que 4 A em boa parte
do tempo, ou seja, estavam acima da distancia maxima na qual se configura uma interacédo
hidrogénio padrdao (NELSON; COX, 2019). Quando observamos a decomposi¢cdo de energia
livre entre os residuos da estrutura cristalogréfica, percebemos que a Y9 de fato contribui
pouco, quando comparado aos outros residuos. Supomos que a interacdo de hidrogénio das
tirosinas com o anel do CDNB ndo sejam caracteristicas para a estabilizacdo do ligante no
sitio catalitico.

Por outro lado, observamos que o residuo Y223 da estrutura cristalografica interage
por ligagéo de hidrogénio com o CDNB, e na decomposigéo de energia, ele aparece como um
dos que mais contribuem para diminuir a energia livre de ligacdo do complexo. Entretanto,
este residuo ndo é conservado na extremidade C-terminal de nosso modelo proteico
CgGSTAL.2, que possui uma arginina (224) na posi¢do mais proxima. Desta forma, justifica-
se do porqué o ligante ndo fica em nosso modelo em posicdo semelhante ao da estrutura
cristalogréfica, e também, justamente esta regido ser a que mais se movimenta durante toda a
trajetéria de simulacdo por dindmica molecular, como mostra os resultados de RMSF para o
modelo CgGSTA1.2 na figura 16.

Dentre todos os residuos que aparecem contribuir na decomposicéo de energia livre
para 0 complexo, tanto da estrutura cristalografica quanto do nosso modelo com o ligante, a
maioria esta interagindo com a parte da GSH do conjugado. Sete desses pertencem a posi¢oes
conservadas entre ambas estruturas, e na proteina CgGSTAL.2 sdo representados pelos
residuos: Y13, R19, Q58, P60, T72, L11 e F115. A tirosina 13 e a arginina 19 sdo uns dos
aminoécidos que mais contribuem nas interacdes, provavelmente por ligacdo de hidrogénio
com a GSH. Esses dados corroboram com o que se tem na literatura sobre a participacdo de
uma tirosina e arginina conservada na maioria das GSTs da classe alfa, que auxiliam na
estabilizacio da GSH no sitio G da enzima (CAMERON et al., 1995, BJORNESTEDT et al.,
1995). J4 a tirosina 214, que aparece como a que mais contribui para a diminuicdo de energia
livre do complexo CgGSTAL1.2-GDN, ndo é conservada na estrutura cristalografica de G.
gallus, que usamos como referéncia, sendo assim, a interagdo com essa tirosina parece ser
uma caracteristica particular em C. gigas.

Para o modelo CgGSTALl.2, o unico aminodcido que parece contribuir na
decomposicgéo de energia livre, em interagdes com o CDNB, é a valina 218. Mesmo que essa

regido do ligante ndo apareca muito estabilizada durante toda a trajetéria de 150 ns da
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simulacdo por DM, esse residuo € um candidato importante do sitio H de nosso modelo
proteico que contribui para estabilizacdo do substrato eletrofilico, CDNB, através de
interacdes hidrofdbicas.

Quando analisamos os resultados de atracamento molecular para os ligante HAG em
nosso modelo de GST alfa de ostra, usamos como parametro de comparagéo sua interacdo na
estrutura cristalografica de GSTA4-4 de rato Mus musculus (XIAO et al., 1999) Essa
isoforma, ja sabidamente apresenta uma alta atividade catalitica de conjugacao entre a GSH e
0 4-HNE (ZIMNIAK et al.,1994). Quando tentamos reproduzir a posi¢cdo de interacdo do
ligante HAG encontrada para a estrutura cristalografica em nosso modelo, ndo conseguimos
ter sucesso, uma vez que o RMSD foi bastante alto, e diferente do que obtemos no redocking.
Na posicdo mais proxima que conseguimos (RMSD > 3 A), observamos poucas interaces
com residuos conservados em ambas estruturas. O que podemos ressaltar é a interacdo com o
aminoacido R19 no modelo CgGSTAL1.2, que é correspondente ao R15 na estrutura
cristalogréfica, o qual ja se sabe que tem uma participacdo importante e especifica na
orientacdo do ligante HAG no sitio catalitico da isoforma GSTA4-4 de M. musculus (XIAO et
al., 1999). A interacdo polar de uma treonina conservada em ambas estruturas com a por¢ado
da GSH do conjugado pOde ser evidenciada, uma vez que esse residuo também aparece
contribuindo na decomposicdo de energia livre para o complexo com o ligante GDN,
reforcando a importancia deste aminoacido no sitio catalitico de nosso modelo proteico.
Portanto, mais estudos devem ser realizados com esse substrato para caracterizar sua interacao
no sitio catalitico da enzima CgGSTAL1.2.

Os ensaio de atracamento molecular com o ligante GBX foi realizado usando a
estrutura cristalografica de uma outra isoforma de GST alfa de M. musculus, a GSTA2-2, que
também, ja apresenta estudos mostrando sua capacidade de catalisar a reacdo de conjugacéo
entre a GSH e o (+)-anti-BPDE (XIA et al.,1998). Apesar de ndo conseguirmos reproduzir a
posicdo do ligante encontrada na estrutura cristalografica com sucesso (RMSD > 3 A), foi
possivel obter cinco interagdes hidrofébicas no sitio H com o (+)-anti-BPDE e trés interaces
de hidrogénio com a GSH, um padrdo semelhante ao encontrado na estrutura cristalogréafica,
alem disso, quatro desses aminoacidos aparecem conservados entre as estruturas. Porém, é
importante salientar que os residuos L207 e F221 da GSTA2-2 de M. musculus ndo séo
conservados na estrutura de GSTAL.2 de C. gigas, e eles ja foram descritos como importantes

para orientacdo do ligante GBX no sitio H da enzima (GU et al., 2003).
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Apesar dessa isoforma de GST alfa de M. musculus ser capaz de catalisar a reacéo de
conjugacédo do (+)-anti-BPDE, sua atividade ndo € tdo alta quando comparada a outras GSTS.
Estudos demonstram que a isoforma GSTA1-1 de M. musculus é capaz de metabolizar esse
substrato com mais eficiéncia, porém, mesmo se usassemos a estrutura cristalografica
GSTAL-1 de M. musculus como pardmetro de comparagao, poucos residuos do sitio H séo
conservados entre essa estrutura e 0 nosso modelo. A M207 e a 1221 que sdo responsaveis
pela orientacdo do ligante GBX nessa isoforma (GU et al., 2003), também ndo séao
conservados na proteina CgGSTAL.2. A R216, que desempenha um papel igualmente
importante (GU et al., 2003) em nosso modelo é substituida pela K219 na mesma posicéo,
porém ndo apareceu interagindo com o ligante no atracamento molecular. Desta forma, e
considerando também que tanto em humanos quanto em roedores, as GSTs da classe alfa ndo
sdo as principais responsaveis pela metabolizacdo do (+)-anti-BPDE, mas sim as classes mu e
pi (SINGH et al., 2004), mais estudos devem ser feitos com a isoforma GSTAL.2 de C. gigas
e esse substrato para elucidar essa questao.

Ainda assim, no teste de atracamento do nosso modelo com o ligante GBX foi
possivel notar a interacdo do residuo Q58 com a parte da GSH do conjugado. Esse mesmo
residuo aparece como um dos contribuintes na decomposicdo de energia livre para o
complexo CgGSTAL1.2-GDN, reforcando sua importancia e relevancia no sitio G da enzima
GSTAL.2 de ostra C. gigas.

6 CONCLUSAO

A proposta de caracterizar a isoforma enzimética de GST alfal.2 de ostra C. gigas
através de sua interacdo com possiveis substratos foi atingida nesse trabalho ao empregar o
uso de metodologias computacionais. Através do atracamento molecular, vimos que dentre 0s
trés ligantes testados, 0 GDN e o GBX foram 0s que apresentaram mais interacdes no sitio
catalitico da enzima, apontando evidéncias para a capacidade da enzima de metabolizar os
substratos 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno e (+)-anti-BPDE, respectivamente. O ligante HAG
além de ter apresentado menor nimero de interagdes com residuos do sitio catalitico, também
obteve menos sucesso ao reproduzir a posicdo encontrada na estrutura cristalografica de
referéncia, que sabidamente metaboliza o substrato 4-hidroxinonenal, indicando que

a isoforma de GST alfa de ostra metabolize com baixa eficacia esse substrato.
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Corroborando com os resultados obtidos por Deconto (2022), que apontaram a
capacidade funcional da enzima CgGSTAL1.2 de metabolizar o substrato CDNB, e também
corroborando com o que se tem na literatura sobre as GSTs da classe alfa de outros animais,
nossos resultados da simulagdo por dinamica molecular indicaram a capacidade do modelo
enzimatico estudado de interagir com o ligante GDN. Essas interacGes ocorrem atraves de
residuos conservados e o padrdo de interacdo é semelhante ao da estrutura cristalografica de
vertebrado usada como referéncia. Também foi possivel concluir que o residuo de tirosina 13
ndo parece ser tdo importante para a estabilizacdo do conjugado no sitio catalitico através de
interacbes com o anel aroméatico do CDNB. Esse residuo provavelmente estabiliza o ligante
através de interagcdes com a parte da GSH do conjugado.

Nossos dados de dindmica molecular sugerem que se faz necessario prolongar por
mais tempo as simulacBGes para analisar com mais precisdo o comportamento da por¢éo
eletrofilica do conjugado no sitio H da enzima. Além disso, como perspectivas, pretendemos
realizar experimentos de dindmica molecular também para os outros dois substratos testados
na etapa de atracamento molecular, especialmente para o (+)-anti-BPDE que se mostrou um

substrato promissor para isoforma enzimatica CgGSTA1.2.
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