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RESUMO

O mosquito Anopheles gambiagDiptera: Culicidae) é considerado o principal vetip
Plasmodiumo agente etioldégico da maléria, a doenca paresigée mais leva ao 6bito em todo
o mundo. O uso intensivo de alguns inseticidas iqosn entre os quais o DDT, direcionados
para o controle desse vetor, levou a selecao dadans resistentes Aa. gambiaeDesta forma,

0S mecanismos de resisténcia aos inseticidas védo senplamente estudados com o intuito de
desenvolver novas estratégias de controle populakcido vetor. As glutationa s-transferases
(GSTs) sao enzimas de detoxificacdo celular quendgsnham um importante papel bioldgico
no metabolismo de xenobidticos através da conjugdadglutationa reduzida (GSH), tornando-
0s mais soluveis e facilmente excretados da codaGSTs da classe epsilon é&mn. gambiae
(AgGSTE) apresentam atividade anti-DDT, especiatmanAgGSTE?2, cuja estrutura encontra-
se disponivel no PDB. Também ja foi demonstrado guenzima AgGSTEDS, cuja estrutura
tridimensional ainda nao foi elucidada, apresestqmer expressao em presenca do DDT. Assim,
0 objetivo do presente trabalho foi construir édaal um modelo tridimensional para elicidacéo
da estrutura da AgGSTEfravés da modelagem comparativa e simular a doa@molecular da
AgGSTE2 e AQGSTE5 e de uma isoforma mutante (AgG®TE). Nas simulagbes de
Dindmica Molecular (DM) foram feitas por um periode 50 nanossegundos com e sem o
ligante (GSH). ApoOs a dindmica, as trés enzimaanfiosubmetidas adockingmolecular contra

0os compostos DDT, CDNB, carbaril, malation e cipsinma. Também foi analisado o
polimorfismo genético e a taxa de mutacdo paracoeAgGSTE2 e AgGSTEB analise da
sequUéncia dos genes apontou selecao purificadosaogpagGSTE2e selecdo positiva para o
AgGSTESem populacbes de sete paises da Africa. Os ressitiEmonstraram que as proteinas
tém dindmicas diferentes e interagem com os substde modo diferente. As mutacdes da
AgGSTE2mut alteram sua dinamica e modo de acadpsesta enzima particularmente capaz de
se ligar ao DDT, com energia de ligagdo menor qu@®uwiras. Finalmente, os resultados do
presente trabalho sugerem que estas enzimas degwrg® um papel crucial na adaptacédo de
An. gambiaeao seu habitat e possivelmente a evolutibilidasttat GSTs teve participacdo neste
processo evolutivo, sendo portanto alvos potenpeia o desenvolvimento de novas ferramentas
de controle. Conclui-se que o papel da AQGSTE2 8&TES na metabolizagéo de inseticidas é
importante para a adaptacdoAln gambiaee 0 modo de acdo destas enzimas deve ser entendido
como uma importante via metabdlica a ser interéecdm o proposito de melhorar os inseticidas
e métodos de controle. Os resultados permitem giorgie 0 modelo tedrico é valido e que a
AgGSTE2, AQgGSTE2mut e AgQGSTES apresentam diferengagindmica e no modo de ligagéo
aos compostos quimicos estudados, o que provaviemeiete em uma divergéncia funcional
destas enzimas.

Palavras-chave:GST.Anopheles gambia®esisténcia a inseticidas. Dinamica molecular.



ABSTRACT

Anopheles gambiamosquito is considered the primaPasmodiunmvector, which is etiological
malaria agent, the parasitic disease that is arncajese of death in the world. Intensive use of
pesticide to control mosquitoes in the last decaegsecially by DDT application, has led to the
emergence of resistaAin. gambiagpopulations. Such resistance mechanisms have Voeety
studied with the goal of develop new strategiestlier vector population control. Glutathione S-
transferases (GSTs) are detoxification enzymesplagt an important role in the metabolism of
xenobiotics through the conjugation of the redugletiithione, resulting in a more hydro soluble
molecule and readily extractable from the cell. Epsilon class GSTs iAnophelefAgGSTE)
has already shown anti-DDT activity, especially thgGSTE2, which its crystal structure is
available in the PDB (Protein Data Bank) databdtsdas also been demonstrated that the
AgGSTEDS5, which its three-dimensional structure has yet been elucidated, has been over
expressed in DDT presence. Therefore, the godleoptesent study was to build and to validate
a three-dimensional structural model for AQGSTEBt@n using comparative modeling and
compare the molecular dynamics of these two preteBesides that, a mutant isoform
(AgGSTE2mut) was also evaluated. The Molecular DyicaDM) was performed for a period
of 50 ns, with and without the ligant (GSH). Thdbeee enzymes were used for molecular
docking against DDT compounds, CDNB, carbaryl, itiiden and cypermethrin. In addition, the
genetic polymorphism and mutation rate for the geAgGSTE2and AQGSTESwere also
analyzed. The gene sequence analysis showed pgrigglection forAgGSTE2and positive
selection forAgGSTES. The results showed that each protein has diffetgnéamics and interact
with the substrate differently, which means thas tesulting in functional divergence. Mutations
on AgGSTE2mut alter its dynamics, which makes #ngyme particularly capable of binding
with DDT, with lower biding energy than the othefée results lead to the conclusion that these
enzymes have played a crucial role in #re gambiaeadaptation to its habitat and possibly the
evolvability of these GSTs had a role in the evohdry process, thus being potential targets for
the development of biotechnological tools for masguwontrol and the widening of the
knowledge concerning this enzyme family is necgstareach this goal.

Keywords: GST.Anopheles gambiaénsecticide resistance. Molecular dynamics.
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1 INTRODUCAO

1.1 A MALARIA COMO PRINCIPAL PARASITOSE TROPICAL

A malaria ou paludismo é uma parasitose causada ppotozoarios do género
Plasmodiume €é responsavel pelo 6bito de trés milhdes deopsgsor ano e afeta anualmente
mais de 500 milhdes de pessoas (SACHS; MALANEY,2208 a principal causa de morte no
continente africano, e no mundo mais de dois b#dhée pessoas vivem em éareas de risco
(BREMEN, 2001). A malaria esta distribuida em matente todos os paises localizados nas
regides tropicais e alguns subtropicais, sendawpie de 90% dos casos de morte prevalecem na
Africa subsaariana (WHO, 2005).

O principal modo de transmissao do agente etiobogéecmalaria é através das picadas das
fémeas dos mosquitos do géndmophelespodendo também ser transmitida por outras formas
mais raras tais como transfusdo sanguinea, usoedegas contaminadas, acidentes de
laboratorio e por ocasido de parto (SACHS; MALANE00?2).

Devido a letalidade e alta morbidade, o impactacsécondémico da malaria, tanto nos
paises endémicos como no mundo, vem preocupanégpexialistas e estudos em 31 paises
africanos apontam que o prejuizo causado pela imatdaliza mais de 73 bilhdes de ddlares, e
varios paises chegam a ter um déficit anual naesoaomia de até 18% devido a doenca
(SACHS; MALANEY, 2002). Entretanto, apesar dos heglos dos programas anti-malaria
serem 6bvios, o nivel de investimento internaciqgraah o controle desta doenca é ainda muito
baixo, girando em torno dos 100 milhdes de dolaresis, enquanto estimativas da Comisséo de
Macroeconomia e Saude da OMS (Organizacdo MundiaBalde) estabeleceram que séo

necessarios anualmente 2,5 bilhGes de ddlaresymargrograma de prevencdo e tratamento
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realmente efetivo no mundo (SACHS; MELANEY, 2002Em disso, diversos efeitos negativos
e indiretos vém sendo anotados, como tornar osidwbs mais suscetiveis a outras infec¢des, e
aumentar o risco de contrair outras doencas, canaotece com criancas que contraem HIV
devido a transfus@es realizadas durante o tratardentmalaria. Também é relatada como um
importante fator causal da anemia, que interfexgatnente na produtividade, capacidade fisica e

saude dos trabalhadores (BAS&ral, 1979; SCHOLZet al, 1997).

1.2 BIOLOGIA DO Anopheles gambia@ILES (DIPTERA: CULICIDAE)

O mosquitoAnopheles gambiaé considerado o principal vetor envolvido na tnaissao
da malaria no continente africano (HEMINGWAY; RANS02000; HEMINGWAY et al.,
2004). Trata-se de uma espécie adaptada ao dameilperidomicilio, com adultos que
frequentemente habitam o interior das casas. Aadgroliferam em pequenas cole¢des de aguas
rasa e limpas no solo, em geral pobres em vegetae&postas a intensa luz solar (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; MINAKAWA, 2004). OAn. gambiaepertence a familia
Culicidae e subfamilia Anophelinae, cujos indivisluadultos distinguem-se dos demais
culicideos por pousarem em posicdo perpendiculas darvas por apresentarem orificios
respiratorios abdominais, ao invés de sifao repica (FORATTINI, 1996). S&o insetos
holometabolos, com ciclo de vida médio de 10-1%,dipue compreende 0s estagios de ovo,
larva, pupa e adulto (Figura 1) cujas fémeas aptasehabitos hematofagicos antropofilicos e
zoofilicos, sendo o homem o hospedeiro preferenciaDs machos ndo realizam o repasto

sanguineo e por isso ndo estdo envolvidos na tiss@onde doencas.
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Figura 1 - Ciclo de vida dos culicideos.

Fonte: www.mosquito-pictures.com

Devido a sua importancia no ciclo da malarigro gambiaeé alvo de diversos estudos
visando a implementagédo de novas estratégias delsorExistem dois principais esquemas de
controle da malaria: a) diagnéstico e trataments dwalividuos infectados; e b) controle
populacional dos mosquitos vetores (RANS@N al, 2009). O tratamento dos individuos
(humanos) é realizado através de medicamentossdsjesendo os mais utilizados os derivados
de artemisinina e de quinina (RANSGH al, 2009). J4 o controle de vetores € realizado por
varias maneiras, como a eliminacdo de criadouraxyntrole biolégico, controle quimico e o
controle integrado (RANSONet al, 2009). No entanto, nas Ultimas décadas vem sendo
observado o surgimento de varias populacdesmdaegambiagesistentes a inseticidas quimicos,

resultantes do uso intensivo destes compostosssaga (RANSOMt al, 2009).

1.3 0 PAPEL DAS GLUTATIONA S-TRANSFERASES NA RESISTENTI A
INSETICIDAS QUIMICOS
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Dos mecanismos de resisténcia aos inseticidas cpsmdestaca-se as vias de
metabolizacdo de compostos téxicos, em decorrédaiasuperexpressdo de enzimas de
detoxificacdo ou de modificagBes estruturais nestagnas. As glutationa S-transferases (GSTSs)
constituem uma das mais importantes familias denaszenvolvidas com esse tipo de resisténcia
€ a familia, e compreendem enzimas que catalisagdes que transformam varios compostos
xenobidticos em produtos soluveis (HAYES al, 2005). Em organismos eucariontes estas
enzimas sédo classificadas em: GSTs citosoélicas,s@3grossomais (associadas as membranas)
e GSTs mitocondriais (ROBINSOMt al, 2004; SHEEHANet al, 2001). Em insetos, foi
constatada a presenca de apenas duas dessas: @assigssolicas e microssomais, ndo sendo
encontrada nenhuma GST da classe mitocondrial setos até o0 momento (LUMJUA@&t al,
2007; ENAYATI et al 2005), e portanto, sem evidéncias de GSTs mitlicn em dipteros
(DING et al., 2003). As GSTs microssomais cataligaacdes muito similares as citosolicas,
com estrutura trimérica e estando associadas asbrapas plasmaticas, Embora tenham
estruturas e origens diferentes das citosélicapBHRJ et al., 2004; PEARSONt al, 2005).

No entanto, as GSTs citosolicas ja foram apontadaso importantes para a resisténcia aos
inseticidas quimicos (HEMINGWAYet al, 2004; ENAYATI et al, 2005; RANSON;
HEMINGWAY, 2005) enquanto as GSTs microssomaisfo&@am até o momento relacionadas a
resisténcia a inseticidas (ENAYATEt al, 2005).

Antes da publicacdo do genoma e dos mapas géaedusopheles gambia@ANSONet
al., 2002; HOLTet al, 2002) o principal critério para a classificagis GSTs era baseado na
homologia das sequéncias de aminoacidos e em @daplés imunologicas (TOUNE al,
1990; BEALL et al, 1992; FOURNIERet al, 1992). Devido a ampla capacidade das GSTs de
catalisarem varios substratos diferentes é comuennggis de um tipo de GSTs metabolize os

mesmos compostos, resultando em sobreposicao deifesgade. Portanto, outros aspectos sao
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atualmente utilizados para incluir GSTs em uma maesfasse, tais como: identidade de

sequéncia de aminoacidos acima de 40%, propriedad@soldgicas, relacbes filogenéticas,

estrutura terciaria, a habilidade de formar hefenedos e sua localizacdo nos cromossomos
(DING et al, 2003; HEMINGWAYet al, 2004; RANSON e HEMINGWAY, 2005).

Nos insetos, as GSTs citosdlicas estdo represeantadaninimo, por seis classes: delta,
epsilon, omega, sigma, theta e zeta (RANSENal, 2002; ENAYATI et al 2005; CHE-
MENDOZA et al,2009), sendo encontrados membros destas seseslde GST em culicideos,
como o vetor da malarién. gambiage na mosca-da-fru@rosophila melanogast§fRANSON
et al, 2002). As classes delta e epsilon séo artropsgecificas e representam mais de 65% do
total de GSTs citosélicas encontradas nestes @masi (RANSONet al, 2002). A maior parte
de GSTs encontradas em insetos e envolvidas nobalistao de compostos xenobidticos
pertence a essas duas classes, enquanto que as dtaeses (omega, sigma, theta e zeta)
possuem uma distribuicdo bem mais ampla entre @sogrtaxondmicos, desde bactérias até
vertebrados (BOAR[t al, 2000; WILDENBURGet al, 1998).

Os membros das classes delta, sigma e epsiloalmente eram chamados de classes |,
Il e lll respectivamente, e posteriormente, conumento no numero de sequéncias depositadas
nas bases de dados e de estudos de classificagadpfada a nomenclatura baseada no alfabeto
grego em acordo com o sistema de nomenclatura @e @Smamiferos (CHELVANAYAGAM
et al, 2001). Esta classificagdo teve o suporte deismsafilogenéticas tanto em GSTs de
mamiferos como de insetos (RANSO# al, 2001, DING et al, 2003). Atualmente a
nomenclatura das GSTs de insetos consiste de @arésspo nome da espécie da qual a GST
pertence; a classe especifica da GST e o nUmeregpeeifica a ordem em que a proteina foi

descoberta. Deste modo utiliza-se, por exemplaroenAgGSTD1 para designar uma GST de
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An. gambiagmembro da classe delta, sendo esta a primeitaipacdesta classe a ser descoberta
(CHE-MENDONZAEet al, 2009).

As GSTs citosdlicas sdo compostas de duas subwsid#e aproximadamente 25 kDa
cada, podendo ser homodiméricas ou heterodiméi@asa subunidade apresenta um sitio de
ligacdo especifico para glutationa (sitio G), pmixia um sitio eletrofilico ndo conservado (sitio
H). O sitio G fica situado na terminacdo N da dratee apresenta-se como uma regido altamente
conservada nas GSTs. Ja os residuos do sitio Hngpragem com os substratos hidrofobicos,
sdo encontrados na terminacdo C. A diversidadetioots faz as GSTs apresentarem diferentes
especificidades em relagdo aos substratos que otietabh (MANNERVIK; DANIELSON,
1988; RANSONet al, 1998). A reacdo catalisada pelas GSTs consistepemover a
conjugacado do tripeptideo glutationa reduzida (G8H)m composto especifico e geralmente
citotoxico, que ao ligar-se a tal grupamento eféiro, passara do estado reduzido para o estado
oxidado, e formard um composto mais soluvel e fidmis de ser excretado da célula (Figura 2).
Esta fase de conjugacéo representa a fase Il degso de desintoxicacdo celular e as GSTs
representam as enzimas mais importantes destafabera hajam outras envolvidas.

O residuo ativo do sitio catalitico das GSTs temder conservado dentro de uma mesma
classe, porém difere entre classes. Na maioriaGfs humanas, por exemplo, o residuo
responsavel pela ativacdo do grupo tiol aparemtairs@ tirosina (SHEEMANMNet al, 2001). Ja
nas classes delta e epsilon esta atividade parsteg atribuida a uma serina (Ranson e
HEMINGWAY et al, 2005; UDOMSINPRASERT, 2005). Embora cada sulagedtenha um
sitio ativo cineticamente independente, por sareat de proteinas diméricas as GSTs dependem

essencialmente da estrutura quaternaria paralesed@ANNIELSON; MANNERVIK, 1985).



Pagiha3

Figura 2 - Esquema da acao das Glutationa S-transferasesa&&o do conjugado GSH —
Xenobidtico.

SH
(0] . }(
NH, ! NH__COOH + Xenobiotico (X)
NH |
O

COOH

Glutationa (GSH)

GST

|
NH» NH COOH
YJ -

[
COOH o]

Glutationa S-conjugado

Fonte: Townsend e Tew (2003).

A glutationa € um tripeptideo soluvel em agua costpgelos aminoacidos &cido
glutamico, cisteina e glicina (Figura 3). O seupgrtiol € um potente agente redutor, fazendo da
glutationa o grupo de pequenas moléculas tidis atfaisdantes no meio intracelular, alcancando
geralmente concentragcdes na ordem de milimolareslgums tecidos. Como é um importante
agente antioxidante, a glutationa desempenha owepspéis na detoxificacdo de inumeros
compostos eletrofilicos através da acao cataligsaGSTs (TOWSENEL al, 2003).

As GSTs da classe epsilon (GSTE) constituem uma diasses citosolicas mais
importantes no papel de conferir resisténcia agarmrclorados e organofosforados, e também foi

comprovado um papel na resisténcia a piretréidesw@inideos, comdnopheles culicifacies
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An. stephense An. fluviatilis (DJADID et al, 2006). Estudos de modelagerdazkingmolecular
foram utilizados para desvendar o papel de praadetoxificadoras na resisténcia a inseticidas,
identificando enzimas com capacidade de metabdlizggara o DDT e furanocumarinas
(metabdlitos secundarios de plantas), assinalamdteipas-alvo para o desenvolvimento de

inibidores especificos nas monooxigenases (Cétlal, 2008, BAUDRYet al, 2003).

Figura 3 - Representagdo quimica da glutationa, formada pehrsoacidos: acido
glutamico (verde), cisteina (preto) e glicina (velno).

4 N

0o NHf O HO o
——c-c-n—+9—<c
SH

Fonte: llustracdo produzida pelo autor.

Outra reacdo que as GSTs podem apresentar é aideodrinacdo, também chamada
de atividade DDTase. A reacdo ocorre quando uma B8ibve um atomo de hidrogénio do
DDT e consequentemente resulta na perda de um &enatwro, convertendo o DDT em DDE
(Diclorodifenil Dicloroetano), um metabdlito ndaxiéo (Figura 4) (HEMINGWAYet al, 2004).
Apesar de nunca ter sido identificado o conjugattceeo GSH e o DDT, este tripeptideo é um
indispensavel co-fator na reacdo de dehidrocloiodelEMINGWAY 2000; SHEEHANEt al,
2001; VONTASet al, 2001; ENAYATIet al, 2005; FROVA 2006; Lkt al, 2007; LUMJUAN

et al, 2007).
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Figura 4 - Esquema de reacédo de dehidroclorinagdo do DIATG®T. Nesta reacdo observa-se
gue nao ocorre o GSH-conjugado.

Fonte: llustracéo produzida pelo autor.

1.4DETOXIFICAGCAO DE INSETICIDAS PELASGSTs

A notavel capacidade de detoxificacdo das GSTangticacdo direta na metabolizacao
de varios xenobidticos com atividade inseticida.p@scipais grupos de inseticidas nos quais ja
foi observada a acdo de GSTs sao os organoclol&idy os organofosforados (OF) e os

piretroides (PIR).

1.1.1 Organofosforados (OF)

A detoxificacdo dos OFs pelas GSTs pode ocorredpas vias metabdlicas distintas: por
uma O-desalquilagdo ou por uma reacao O-desarildg@®-desaquilacdo o conjugado GSH é

formado por uma ligacédo no grupamento alquil detingla. Na O-desarilacdo o GSH reage com
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0 grupo de saida. Estas reacdes ja foram repormsagspécies de insetos corhtusca
domesticd OPPENOORTHet al, 1979; UGAKIet al, 1985) e enfPlutella xilostella(CHING e
SUN, 1993).

As GSTs atuam como um mecanismo secundario deémss em conjuncdo com as
P450 e esterases (HEMINGWAY, 198fphud CHE-MEDOZA et al, 2009). De modo geral, os
OFs séo aplicados em uma forma que ndo contendadiinseticida, e uma vez absorvidos nos
organismos, sdo ativados para uma forma de acéticida organofosfatada (um oxén-analogo),
pela acdo das P450 nos insetos (enzimas da fas@rodesso de detoxificagdo). Estes dxons-
analogos sdo ainda mais neurotoxicos que os tleladalogos e funcionam como potentes
inibidores da acetilcolinesterase. Estudos compaowaa detoxificacdo de oxdn-analogos do
inseticida fenitothrion no mosquitsnopheles subpictU(IEMINGWAY et al, 1991apudCHE-
MEDOZA et al, 2009). Tais sistemas de cooperacédo das enziamasdptoxificacdo tendem a
ser mais rapidos e eficientes que mecanismos indep&es sendo, portanto, vias metabdlicas

importantes para a resisténcia a inseticidas gosr{iBogwitz, 2005).

1.1.2 Organoclorados (OC)

Em relacdo aos organoclorados as GSTs catalisars wchagdes de hidrocarbonetos
halogenados: dehidroclorinacdo e conjugacédo consld QANG; TU, 1994). Para o DDT, a
reacao de dehidroclorinacdo consiste na principatle detoxificacdo (HAYES; WOLF, 1988) e
talvez seja 0 mecanismo de resisténcia mais freguem mosquitos (BROWN, 1986;
HEMINGWAY, 2000). Neste grupo, encontram-se 0S cosbps Sintéticos pioneiros no uso
como inseticidas, porém a maioria dos organoclaraelm atualmente seu uso proibido no Brasil

(ALMEIDA et al, 2007). A proibicdo é devido a estes compostossaptarem efeito residual
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prolongado e manterem alta persisténcia no ambmmneentando o risco de acumulagdo nos
seres vivos, inclusive em humanos.

Nas reacoes de dehidroclorinacdo catalisadas @&as o grupamento tiol {Sgerado no
sitio ativo do GSH remove um &tomo de hidrogénioDddT. Isto resulta diretamente na
eliminacdo de um atomo de cloro e consequentengare um composto ndo téxico, o DDE
(Diclorodifenicloroetano). O DDT foi um dos orgatm@ados mais utilizados em controle de
insetos e varios estudos revelaram populacdes sigos resistentes a este composto, sendo
considerado em algumas localidades ndo mais eficazontrole do vetor, fato que contribuiu
para o reaparecimento da doenca (MILLER, 2004)tdNesicdo n&o ocorre alteracdes nos niveis
de GSH ao final da catalise, porque ele atua ntar®aum co-fator do que como um conjugado
(CLARK; SHAMAAN, 1984; LIPKE; CHALKLEY, 1962). O amento da resisténcia ao DDT
esta associado a um aumento na taxa de dehidragéo por GSTs ewedes aegyp(iGRANT
et al, 1991; LUMJUAN et al, 2005), Anopheles dirugfPRAPANTHADARA et al, 1996,
2000b) e An. gambiae(PRAPANTHADARA et al, 1993, 1995; RANSONet al, 2001;
ORTELLI et al, 2003). H4 também OCs, como o lindane, que sémxifieados inicialmente
pela dehidroclorinagdo (TANAKAt al, 1981) e em seguida conjugado a glutationa pgla a

das GSTs (CLARkKet al, 1986; BLOOMQUIST, 1998; WEdt al, 2001).

1.4.3 Carbamatos (CAR)

Os carbamatos sdo compostos derivados dos acidi@siaos, e foram desenvolvidos
durante a década de 1950 (CASIDA; QUISTAD,1998)ecas quais o carbaril € um dos mais

utilizados. S&o potentes inibidores das acetileslerases e apresentam seletividade alta contra
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as AChE de certas espécies (BRAGA; VALLE, 2007)nm€canismo primario da resisténcia ao
carbamato é relacionado a mutacdo no delmee (ODUOLA et al, 2012). Contudo as GSTs
contribuem também para a resisténcia multifatoaaleste composto. Estudos apontam
comprovacoes de que as GSTs desempenham um papeltaitzolizacdo dos carbamatos. J& foi
reportado, por exemplo, o aumento na expressdo #&s Gm Octodrilus compalnatus
(IBTISSEM et al, 2012). Em um recente estudo com GSTS lerousta migratoriaforam
testadas por recombinacdo e ensaios sugerindostpielasse desempenha um papel significante
na metabolizacdo do carbaril (Q& al, 2013). Ensaios bioquimicos efim. funestusiveis
significativos de GSTs foram quantificados, o quaidou que ha uma participagédo secundéria na

detoxificacdo deste agente (CUAMBAal 2010).

1.4.4 Piretroides (PIR)

O papel das GSTs em detoxificar inseticidas PIRgleena capacidade destas enzimas de
reduzir o dano peroxidativo que sdo causados [eles, catalisando lipideos originados de
reacOes de peroxidacdo (VONTASal, 2001). Este fato foi observado em uma GST dssela
delta para o hemiptemdilaparvata lugengVONTAS et al, 2002) e da GST classe epsilon 2
(AaGSTE?2) enAe. aegypt{LUMJUAN et al, 2005).

Ja foi comprovado que GSTs podem proteger contoxieidade dos PIRs em insetos
através de um processo de sequestro passivo (KOSPARILOSet al, 2001). Varios trabalhos
mostram a capacidade de algumas GSTs se ligardRsaefhAn. dirus(PRAPANTHADARA
et al, 1998, 2000b; JIRAJAROENRAEt al 2001; UDOMSINPRASERT; KETTERMAN,
2002apudCHE-MEDOZA et al, 2009). A utilizacdo de inibidores para GSTs epasaleCulex

resistentes a PIRs indicou que estas enzimas eomfersisténcia a estes inseticidas (Al
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2005). Em estudos de populacdes de campbndpheles albimanu®ram detectados aumentos
da expressao de GSTs quando sob selecédo continBéR=o(PENILLAet al, 2006).

AYRES et al (2011) caracterizaram seis membros da classmesn cinco diferentes
espécies dAnophelesNeste trabalho foram feitos testes para detede&®elecado positiva sobre
estes genes e o0s autores identificaram que o AgBSTESontinha codons que haviam sofrido
efeito de selecdo positiva, tipo de selecdo qua Bkando as mutacdes ndo-sindbnimas (que
alteram o aminoacido) e portanto provoca o surgimel® novos fendtipos. Isto sugere que
possivelmente, a proteina codificada por este gavde estar atuando em substratos diferentes
da proteina AgGSTE2, a qual se mostrou bem maisecoada entre as diferentes espécies
estudadas.

Estudos realizados com membros individuais de G&Ién. gambiaeevidenciaram
eventos de duplicacdo e diversificacdo das secagngue provavelmente estdo relacionados
com a adaptacdo ao seu nicho. Também foi constatgma-expressdo de cinco das oito GSTs-
epsilon em uma cepa de. gambiaeaesistente ao DDT (DING@t al, 2003). Destas, apenas a
AgGSTE?2 teve a atividade anti-DDT confirmada (ORTElet al 2003). A funcdo destas
enzimas €, portanto, um campo valioso de estuéo iavestigado. A caracterizacdo funcional de
uma proteina pode ser feita por experimentos lémdmeés ou por meio de técnicas

computacionais sofisticadas como a dinamica make¢iM) e o docking molecular.
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Figura 5 - Estrutura tridimensional da AQGSTE2. A estrutsgaundéria da proteina esta
representada em fita nas cores azul e violetautatipna (ligante) esta representada em esferas
com os atomos de carbono em verde, de oxigéniceemelho, nitrogénio em azul e o &tomo de

enxofre em dourado.

Fonte: (WANG et al, 2008)

1.5DOCKING MOLECULAR

O docking molecular é uma técnica que visa predizer a igé&raentre um receptor
(proteina) e seu ligante por meio de simulacBespatasionais otimizadas e busca a melhor
orientacdo do complexo proteina-ligante, propoiaio uma maior compreensédo da funcéo das
enzimas (MORRISt al, 1998). Esta técnica mostra-se extremamenteaitd compreender as
GSTs em mosquitos e seu papel na resisténcia tcidas. Em um recente estudo com a

AgGSTE2 e com o DDT, SETZER (2011) identificou esiduos nas posi¢cdes 112, 120, 36 e
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116 (respectivamente Arginina, Fenilalanina, Lea@nAcido glutamico) como componentes do
sitio ativo da AgGSTE2 que interagem diretamentaao DDT. Estes residuos atuam formando
um pocketque envolvem e interagem hidrofobicamente com a DDambém neste estudo o
mesmo sitio de ligagdo da AgGSTE2 para o DDT mosieoum escore de energia de ligagédo
ainda menor ao realizardnckingcom o DDE, um metabdlito do DDT com menor toxicida

(SETZER 2011).

1.6 ENZIMAS PROMISCUAS, EVOLUTIBILIDADE E ATIVIDADEDETOXIFICADORA

Enzimas sdo proteinas que apresentam atividaddisadtaa e especificidade aos
substratos. As enzimas podem ser de alta selaiwjdau seja, muito especificas ao substrato
(FISHER, 1894), ou podem ser cataliticamente promais, que € o caso de enzimas que
catalisam substratos diferentes daqueles parafguzah selecionadas. A compatibilidade entre
uma enzima e seu substrato é determinada em gpan@epela sua capacidade de adquirir novas
conformacgdes. A capacidade de um sistema prot@icsantar evolucdo adaptativa € chamada
evolutibilidade (do inglésvolvability) e essa caracteristica demonstra ser fundameatal @
entendimento de enzimas promiscuas. Em outros se@mevolutibilidade de uma enzima é a sua
habilidade de adotar rapidamente novas fungfes JRIKI; TAWFIK, 2009). Este fendmeno
pode ocorrer devido a diversificacdo de conférmepoé-existentes ou a conférmeros
completamente novos (TOKURIKI; TAWFIK, 2009).

A variabilidade conformacional muitas vezes € eelds evolutibilidade das enzimas, e

pode ser entendida como um conjunto de subestsudilternativas, ou conférmeros, que estejam
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em equilibrio com o estado nativo da proteina (T®KKI; TAWFIK, 2009). Esta diversidade
conformacional torna a enzima alternar subestadofwmacionais e funcbes além das do seu
estado nativo. Atualmente admite-se que a variegéformacional € uma propriedade inerente a
gualquer cadeia polimérica e pode variar desdedgfies das cadeias laterais dos residuos a
movimentos de sitios ativos e mudancgas na estrsda@ndaria ou mesmo fadd como um todo
(TOKURIKI; TAWFIK, 2009). Neste contexto, observa-ama correlacdo entre a variabilidade
conformacional de uma enzima e sua promiscuidadgdoal, sendo esta flexibilidade estrutural
provavelmente o mais importante mecanismo paraprotaina tornar-se promiscua (NOBEHLI

al, 2009).

Diversificacdo funcional de familias e superfansilde proteinas tem sido debatida na
literatura em funcdo da homologia (TOD& al 2001; NOBELI et al, 2005, DEVOS;
VALENCIA, 2000; GERLT; BABBITT, 2000). H4& um consem no fato de que enzimas
homdlogas com identidade de sequéncia acima de 408ccasos de variacdo funcional,
frequentemente apresentam a mesma reacdo quimgcar{ismo de reacdo), porém atuam em
substratos diferentes (GERLEt al, 2005). Por outro lado, proteinas homoélogas coiraba
identidade entre sequéncias (< 30%) tendem a diiviengto em atividade quimica quanto ao
substrato. Algumas enzimas s&8o conhecidas por temmervado apenas parte da reacgéo
guimica, e, portanto sdo conhecidas como supeifamile proteinas “mecanisticamente
diversas” (GERLTet al, 2005; GLASNERet al, 2006). O padrao de conservacéo da funcéao de
uma proteina aparentemente esta associado a slidfqua pertence, e a variacao existente esta
no quanto uma determinada subestrutura consenamaodde uma superfamilia faz parte do
motif funcional desta mesma subfamilia (CHIANG al, 2008). Em geral, a diversidade de
funcbes dentro de superfamilias de proteinas mosteadistribuicdo assimétrica, a qual algumas

poucas familias exibem muita diversidade funcioeatjuanto a maioria ndo apresenta (NOBELI
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et al, 2009). Atualmente é possivel fazer apenas umestiniativa de variacdo funcional de uma
superfamilia protéica, devido a falta de dadosndtdcoes dos métodos empregados para
determinacdo de fungbes (GLASNERal, 2006). Consequentemente ndo ha como saber se o
fato de algumas familias apresentarem mais prom@sde que outras se deve a restricOes
bioguimicas e biofisicas ou simplesmente resultand@cidente evolutivo.

De modo geral, enzimas com atividade de desintgé@aelular resultam de selecdo
evolutiva para promiscuidade funcional (NATH; ATK3IN2008). E caracteristico nas enzimas
detoxificadoras tais como citocromo P450 (CYPsjiutransferases (UGTs), P-glicoproteinas,
glutationa s-transferases (GSTs) e outras a notapmdcidade de metabolizar compostos com
propriedades quimicas bem distintas (EKROOS; SIOGRIB06; GRISWOLDet al, 2006;
REDINBO 2004). Ademais, as enzimas de detoxificagstéo entre as enzimas mais promiscuas
gue se conhecem (GRISWOLE al, 2006) e teoricamente estdo no patamar de proitiésiz
funcional dentro das restricbes de um determinddm (NATH; ATKINS, 2008).
Particularmente a superfamilia das glutationa rsstemases (GSTs) exibem membros com
diversos graus de promiscuidade e, portanto s&wétmodelos de evolucdo de promiscuidade e
especificidade funcional (EKROOS; SJOGREN, 2006;IS¥R0LD et al 2006). J& foi
observada uma relacdo entre promiscuidade funcienaeterogeneidade conformacional em
membros de GSTs classe alfa, em humanos (NATH; ABKR008). No entanto, até o0 momento
ndo ha nenhuma comparacgéo explicita entre fled#duk estrutural e promiscuidade funcional

em GSTs da classe epsilon.

1.7RESISTENCIAS A INSETICIDAS QUIMICOS, PRESSAO SELE/MA E IMPLICACOES
PARA O CONTROLE DA MALARIA
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Uma das principais estratégias de controle da rmaédo combate ao vetor com uso de
inseticidas quimicos, com frequente uso de redressgjuiteiros impregnados com piretréides e a
aplicacdo de DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) bidado no interior dos domicilios. Aliado ao
tratamento dos pacientes esta estratégia reduzmod® significativo o numero de casos de
malaria nos anos 80 (COHEN, 1982), porém foi regitst a ocorréncia de resisténcia a estes e
outros inseticidas ao longo dos anos (HEMINGWAY; N\BON, 2000; HEMINGWAY;
BATES, 2003; HEMINGWAY, 2004). O DDT vem sendo usado controle da malaria por
varias décadas, e apesar de ter sido relatado ewvadel nUmero de populagbes de espécies de
Anophelegesistentes a este composto, ja foi demonstradosqu uso acarreta em diminui¢ao
significativa a mortalidade pela malaria em algpaises africanos (WHO, 2010).

Portanto, a resisténcia a inseticidas quimicos & preocupacao constante para 0s 0rgaos
de controle da malaria, pois a utilizacdo contieudesordenada de inseticidas e repelentes
promove, por sele¢do natural, a proliferacdo ddiduos mais resistentes de uma determinada
populacdo e pode diminuir as chances de sucess@rdgsamas de controle da doenca. A
selecdo natural € um processo evolutivo em quadigiduos mais aptos em uma populacéo, ou
em uma espécie, sobrevivem e se reproduzem, passsudls caracteristicas aos seus
descendentes, enquanto que individuos menos @ptomenores chances de sobreviverem e se
reproduzirem e, portanto S80 menos propensos arpassuas caracteristicas para as futuras
geracOes. Trata-se de um fendbmeno que atua dinetamas mutacdes ocorridas nos genes dos
organismos vivos, que selecionam as mutacdes qiginam caracteristicas fenotipicas
favoraveis e eliminando aquelas mutacdes que gexfmitos deletérios no organismo. As
mutacdes que ocorrem nos genes podem por sua seitareem mudancas na sequéncia de
aminoacidos (mutacdes nédo-silenciosas) ou mantenemnos aminoacidos, uma vez que o

cbdigo genético é redundante e degenerado (mutagéesiosas). De modo geral, mudancas no
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terceiro par de bases de um cdédon ndo ocasionamages no peptideo e, portanto ndo tem
consequéncias nos tracos fenotipicos. A selecaoahgiode ser classificada como: a) selecao
darwiniana ou positiva — ocorre quando a razado emiéacdes ndo-silenciosas e mutacoes
silenciosas € significativamente maior que 1,0 dicemdo que a selecdo estd favorecendo a
fixagdo das mutacdes que alteram a sequéncia paim@rproteina; b) selecédo purificadora ou
negativa — quando esta razdo é significativamerdeomque 1,0 — que indica que a selecéo
promove a fixagdo de mutagcOes que alteram a seiquémmaria da proteina; e c) neutra-quando
a razdo é proxima a 1,0 — o que significa que ec8el natural ndo favorece nem desfavorece a
fixagdo das mutacbes que alteram a sequéncia paimhdrproteina (YANG; NIELSEN, 2000).
No processo seletivo, considerando o mecanismeslisténcia metabdlica, os individuos com
maior potencial para metabolizar inseticidas teri@wb pressao seletiva exercida pelo uso
intenso destes compostos, maiores chances de s@maa e reproducao e consequentemente a
proporcédo de individuos resistentes seria aumegt@adtango das geracoes.

Outra questdo que hipoteticamente pode favorecersisténcia € a capacidade que
algumas proteinas tém de apresentaggoiutibilidade que é a capacidade que varias enzimas
tém de realizares rearranjos estruturais, alterasp&cificidade de sua funcdo e desenvolver a
capacidade de se ligar a novos compostos (TOKURTKANVFIK, 2009). J& foram apontadas
varias evidéncias de que esta promiscuidade fuakttas enzimas esta diretamente relacionada
com a flexibilidade de sua estrutura (TOKURIKI; TAW, 2009). Deste ponto de vista,
portanto, certas proteinas em seu estado nativa t&apacidade de se enovelarem por diferentes
caminhos a fim de originarem um conjunto de subts@s alternativas capazes de se ligarem a

diferentes ligantes (Figura 6).



Pagihd6

Figura 6 - Esquema de dinamismo conformacional e promisceidaduma proteina. No modelo
admite-se que a proteina existe como um conjuntma®rmacdes denominado estado nativo
(Pn, que interage com o ligante nativp Conférmeros alternativos estéo relacionados a
variagdes estruturais que vao desde de rotamercead@sa lateral e rearranjos de loops no sitio
ativio até transicées mais profundas. Conférmeresares (por exempl®,) podem mediar
funcdes alternativas, tais como a interacdo pramist (sendoL* um lingante que a proteina
nao foi selecionada para se ligar).

Conformacio/fungdo nativa
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Fonte: (TOKURUKI; TAWFIK, 2009).

1.8 A IMPORTANCIA DA BIOINFORMATICA ESTRUTURAL NA COMPREENSAO DE
ENZIMAS.

As enzimas sao produtos da expressao de genes atstdades representam o fenotipo
dos seres vivos. As enzimas de modo geral sdoipasteomplexas que desempenham atividade
catalitica, ou seja, catalisam reacdes (GRISHAMRBETT, 1999). Compreender o modo de
acdo destas moléculas implica em conhecer detaleesua estrutura e de sua dinamica
molecular, uma vez que sua estrutura tridimensi@naua dindmica determinardo o seu
mecanismo de acdo nos substratos (AGARWAL, 2006ha Wisdo integrada da estrutura,

dindmica e fungdo de proteinas esta em grandereigdénde as proteinas sdo consideradas
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como maquinas dinamicamente ativas e que seus repiesiinternos estao intimamente ligados
a funcbes como catdlise enzimatica. Ha4 grandeefsger tanto de grupos experimentais como
computacionais, em investigar esta interconexacARWAL, 2006).

Mudancas nos cédons podem alterar os aminoacidosnde enzima e resultar em
diferencas na estrutura e dindmica molecular, dmpéca em mudancas no fendétipo. Segundo a
teoria neutra da evolugdo molecular a maior paatesuibstituicdes peptidicas ndo deveria gerar
consequéncias adaptativas. Contudo, certas sug@tsude aminoacidos podem acarretar em
importantes alteracbes na estrutura da enzima exfarit no mecanismo de acdo, com
repercussdes no estado adaptativo do organismo ZAORS et al, 2012).

Diversos estudos relacionam a divergéncia sequemeiavolucéo das proteinas com sua
dindmica. Mudancas na estrutura secundaria dasipaste previsdes de desordem estrutural sdo
linearmente proporcionais a mudancas nas sequateiasiinoacidos (SCHAEFER al, 2010).

Em um estudo com um conjunto de 900 proteinas d2BP@rotein Conformational Databake
uma base de dados de conférmeros, foi analisadanpadelo SCPEStructurally Constrained
Protein Evolutionary para explorar a influéncia de diferentes confaq®esa na divergéncia
sequencial das proteinas. A existéncia de um padedcubstituicdo de sitio conférmero-
especifica indicou que a diversidade conformacideaempenha um papel central na modulacéo
da evolucéo da proteina (JURIEZal, 2012). Em um trabalho com proteinasSa&charomyces
cerevisiaefoi constatada que a correlacao linear entre awragasuperficie de acessibilidade ao
solvente e taxa evolutiva (razdo entre mutagbessmimimas e mutagdes sinbnimas) refletia
uma pressao seletiva nos aminoacidos (RAMSEA], 2011).

Deste modo, os estudos computacionais das enzinmgesigacoes das alteracbes nas
sequéncias primarias sdo apontados como algumadédakas mais promissoras para a

compreensao das funcdes bioldgicas sob um pontisideevolutivo e adaptativo.



Pagih3s

2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Analisar a dindmica molecular, estrutura e funcas enzimas AgGSTE2 e AgGSTES

através da aplicacdo de metodologias computacionais

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o polimorfismo genético e a taxa evelutios geneBgGSTE2 AgGSTES

- Construir e validar um modelo tridimensional dgGSTES, utilizando a estrutura
cristalografica da AQGSTE2mo molde.

- Caracterizar e comparar a dindmica estruturaglaSTES e da AgGSTEa&través da

técnica de dindmica molecular.

- Comparar o0 modo de ligagdo das enzimas AgGSTEE®@STE2 com compostos
guimicos com atividade inseticida (DDT, carbarilalation, CDNB e cipermetrina)

através dalockingmolecular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1POLIMORFISMO GENETICO NOS GENESgGSTEZE AgGSTES

Com o objetivo de investigar a diversidade genética genesAgGSTE2e AgGSTEDS,
foram amplificados e sequenciados fragmentos dgstess em individuos den. gambiaee An.
arabiensis Amostras de DNA foram gentilmente cedidas peloNbartin Donnelly da Liverpool
School of Tropical Medicine. As amostras sédo preotes de Uganda, Burkina Faso, Gana,
Camardes, Benin, Tanzania e Guiné-Bissau (Figura 7)

Foram utilizados os seguintpemerspara a amplificacdo dos fragmentos via Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR): FW 5- AGTTCGCTGCGAAAAICC -3 e REV 5'-
CCAAATGCTTCCAAATTTAACTC -3’ para AgGSTE2 e FW 5'-
ATGGCAACGAACCCCATCATC -3' e REV 5- TTACTTCGCAGCGACGAC -3’ para
AgGSTE5Uma mistura comercial para PCR (Promega) foizatila e seguiu-se o programa: 94°
C por 2 min; 35 ciclos de 94° C por 5 min, 52°AQGSTE2 e 56° C AgGSTE) por 1 min, 72°
C por 1 min; e uma extenséo final de 72 °C porrh @s fragmentos abrangiam os dois introns e
0 exon dos genes e foram amplificados em ambasegdes. Os fragmentos amplificados foram
purificados e em seguida sequenciados na Platafbetr@oldgica do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes — FIOCRUZ da rede PDTIS usando um semgemc automatico (Applied
Biosystems). O alinhamento das sequéncias e acagdb da qualidade doentigsfoi feito com
o0 auxilio do programa CodonCode Aligner (v 1. Zaton Code Corporation).

Para as analises de diversidade genética foramaekis o niUmero de haplétipdy, (a
diversidade haplotipica, niumero de sitios segrega@®, numero de sitios segregantes por
nucleotideo $/m), a diversidade nucleotidica)((Nei, 1987) e a taxa evolutiva por sitiéy]

(Watterson, 1975) e teste D de Tajima (D). Pararssd as sequéncias estao sob evolucdo neutra
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foi realizado o teste de Tajima (Tajima, 1989). iGdices de polimorfismos foram estimados

pelo program@®NA Sequence PolymorphisnDNAsp (LIBRADO; ROZAS, 2009).

Figura 7 - Mapa da Africa mostrando os locais onde foratatados mosquitos utilizados na
andlise do polimorfismo genético.

Burkina Faso

Guine Bissau

Gana

Camaroes

Fonte: llustracéo produzida pelo autor da pesquisa.

3.2 PROCEDIMENTO COMPUTACIONAL
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3.2.1 Modelagem daAgGSTES

O modelo tridimensional da proteina AgGSTES foi starido através da modelagem
estrutural comparativa, ou modelagem por homolegteutural. A modelagem por homologia é
uma metodologia adequada a predicdo de estruttidasidnsionais de proteinas a partir da
estrutura cristalografica de uma proteina homologa identidade sequencial >30 % e boa
resolucdo Esta técnica computacional baseia-se nas obses/ag@piricas que proteinas
compartilhando sequéncias com uma alta identidaeeachinoacidos exibem estruturas
tridimensionais com 0 mesmo enovelamento e quératws tridimensional de proteinas é mais
conservada que a estrutura primaria (SANTOS FILADENCASTRO, 2003). Sendo assim,
uma proteina de estrutura conhecida pode ser ussda molde para a construcdo da estrutura
tridimensional de uma proteina homologa, a pagisda sequéncia de aminoacidos (SANTOS
FILHO; ALENCASTRO, 2003). A sequéncia de aminoasidta AgGSTES foi previamente

obtida do banco de dado¥ectorBase (http://www.vectorbase.org/ nUmero de acesso:

AGAP009192-PA) e comparada comAgGSTE2no resultado de umBLAST 2p sequence
(algoritmo de alinhamento local entre duas seqasnde aminoacidos), um algoritmo que
executa um alinhamento entre sequéncias primagiaiuids proteinas. A estrutura cristalografica
da AgGSTE2 (PDB ID: 2IMI, resolucao 1&) foi utilizada como molde (numero de acesso:
2IMI, Protein Data Bank-PDBpor apresentar uma alta similaridade de sequén6kb) com a
AgGSTES. Através do servidor Swiss-Model (ARNOILdD al, 2006; KIEFERet al, 2009;
PEITSCH, 1995) foi realizado o alinhamento de segia& e a predicdo do modelo estrutural
para a AgGSTES. O tripeptideo glutationa, em suadoreduzida, foi adicionado ao sitio ativo
do modelo estrutural da AQGSTES. Este modelo trgisional foi inserido em uma caixa cubica

com moléculas de agua e ions, de acordo com o mddelgua SPCS{mple Point Chargepara
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simulacdes de liquidos (BERENDSHal, 1981). Este sistema foi submetido as simulagées

dindmica molecular visando a avaliacao da estaiéce qualidade estrutural do mesmo.

3.2.2 Dinamica Molecular

O método de dindmica molecular (DM) descreve o mewnio dos atomos de um sistema
molecular e permite reproduzir propriedades médmsistemas liquidos e solidos (LEACH,
1991). A dindmica molecular utiliza-se da mecanatassica Newtoniana para calcular o
movimento de um sistema de N atomos em funcéo mpde A forca € obtida derivando a
energia potencial como a seguir:

= _ thotal

L d?{ )
Ondei = 1..Nei € o indice dos N atomos no sistema. Sabendo-aea ¢ a massa é

possivel calcular a aceleracaocaceleragcaca usando a segunda lei de Newton apresentada na

proxima equacao,

onde a é definido segundo a equacao:

__dw
T

Nesta derivada t € o tempowe é a velocidade que é dada pela seguinte formula:
_dn
Codt’

—

U
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Onder, designa a posicdo do atomo Considerando a definicdo de velocidade e da
aceleracao, pode-se descrever a equacao da foseguate forma:

- azf"i
E =m 9t2

Na dinamica molecular classica para solucionalgaages de movimento € necesséria a
utilizacdo dos campos de forcas, que consiste mumumto de parametros que descrevem as
forcas que atuam nos atomos. Um campo de forcasngente abrange a energia potencial das

interacdes ligantes com as interacdes nao ligdiesa 8), que € descrita na seguinte equacao:

Ecr=Ep + EO + Ew + Ep + Evdw+ Eel + Eacl

Onde,

Ef = Termo da energia potencial de ligagéo.

EO = Termo da energia potencial angular.

Ew= Termo da energia potencial dos diedros improprios
Ep= Termo da energia potencial torsional.

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

Eack Termo de acoplamento entre os potenciais dosaéttigados.

Detalhando todos os termos, a equacéo pode seitaescseguinte maneira:
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Figura 8 - Representacao dos termos dos campos de forfasdas em dindmica molecular
classica. Em (a): energia potencial da distanciégdeao, (b): energia potencial das flexdes
angulares, (c): energia potencial das torsdesinyracdes ndo-ligantes.

Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa

O modelo estrutural foi validado antes de ser stidmea simulacdo de dinamica
molecular para verificar sua qualidade estruturtdreodinamica. A qualidade estereoquimica
das estruturas foi avaliada através da andliseedzetagem de aminoacidos localizados em
regibes energeticamente favoraveis do diagrama @enaBhandran. Os graficos de
Ramachandran foram elaborados com o uso do progRlR@CHECK (LASKOWSKIet al,
1993; LASKOWSKI et al 1996). A estabilidade energética do modelo foinesda através de
dois potenciais de energia ANOLEA (MELO, 1998) e @WOS (SCOTTet al, 1999). A

estrutura do modelo foi depositada na base de dagusaProtein Model Data Base (PMDB
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disponivel online através do sitidtp://mi.caspur.it/PMDB/sob o codigo de identidade PMDB

ID: PMOO77788

As coordenadas atdbmicas da AgGSTE2 e AgGSTES folatidas dos seus respectivos
arquivos PDB (Tabela 1), assim como o do seu legaot tripeptideo glutationa ou GSH
(Ci10H17 N3 Os S). A geometria do ligante também foi obtida daebde dado®DB. A partir
destes arquivos foram gerados os arquivos dasogipsle preparados os sistemas para a DM.

Também foi submetida as simulagcdes uma isoformaAg@STE2 (AgGSTE2mut)
contendo duas mutagdes, 1114T e F120L (Isoleucana Ppreonina no residuo 114, Fenilalanina
para Leucina no aminoécido 120). As trés prote(Aag5STE2, AQGSTE2mut e AgGSTEDS)
foram simuladas com e sem o ligante GSH. Para stregdo do mutante (AgGSTE2mut) foi
utilizada as geometrias da proteina ndo mutanté&588d=2) e substituidos os residuos no
arquivo PDB, manualmente nas duas subunidades.

Os respectivos sistemas (AgGSTE2, AgGSTE2mut e Ad@S5Pp foram centralizados
dentro de uma caixa retangular com dimensées de 8,5 x 9,5 n} e solvatados por meio da
adicdo de moléculas de solvente explicito (mod&€)S A carga total da proteina foi entdo
neutralizada pela adicdo de contra-ions até atimga forca idnica de 0.15 M. Os sistemas foram
mantidos em condi¢des isotérmicas (300 K) e isobar(1 atm) através dos métodos\besé-
Hoover thermosta{NOSE; KLEIN,1983; HOOVER, 1985) eParrinello-Rahman barostat

(PARRINELLO; RAHMAN, 1981)
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Tabela 1- Sistemas Submetidos A Simulagdo De Dinamica bdée.

Sistema Acesso das Duragéo
Coordenadas

Com ligante

AgGSTE2 PDB-2IMI 50 ns.
AgGSTE2mut PDB-2IMI

AgGSTES Modelo teorico

Sem ligante

AgGSTE2 PDB-2IL3
AgGSTE2mut PDB-2IL3

AgGSTES Modelo tedrico

Dados da pesquisa

As restricbes de distancias e angulos entre osaétalas proteinas e ligantes foram
estabelecidas utilizando-se o algoritmo P-LINCS $9Et al, 1997), e as restricOes da geometria
das moléculas de agua foram feitas pelo algor®E®TLE (MIYAMOTO,1992). O campo de
forcas GROMOS (VAN GUNSTERENt al, 1996) com o conjunto de parametros G53A6
(OOSTENBRINK et al, 2004) e o modelo SPC de agua (BERENDS&EMl 1987) foram
escolhidos para descrever as interacdes inter-e@8ndo sistema. O programa GROMACS
versdo 4.5.3 foi utilizado para realizar as simigace para as analises de dados. Antes das

simulagdes, os sistemas foram submetidos a etapanidl@izacéo de energia, que € uma técnica
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gue visa encontrar um conjunto de coordenadas @quienizem a energia potencial do sistema e
evitem 0 mau contato entre os atomos. Para esgdgito utilizou-se o algoritmateepest
descentque utiliza a derivada primeira para determinat@idirecdo para o minimo (ARFKEN,
1985; MORSE; FESHBACH, 1953). Apos a equilibragd® sistemas foram simulados por 50
ns e as trajetdrias resultantes foram armazenackdas0.5 ps.

O conjunto de parametros 53A6 do campo de forca®MBBS foi escolhido para este
estudo onde os atomos de hidrogénio apolares a&alds implicitamente, reduzindo assim o
namero de interacdes a serem calculadas em sisteongsostos por um elevado numero de

particulas.
3.3ANALISES DOS DADOS

As mudancas conformacionais das proteinas estudadaselacdo a configuragéo inicial
do sistema e ao longo do tempo ao longo foram dicadkas através do calculo dos desvios

guadréticos médios ou RMSBdot-mean square deviatijpdado pela expressao:

1/2

RMSD= %:iri ©)-1,(0F]

Onde: Ondei(t) eri(0) representam as coordenadasi-@simo atomo no tempo t e O,
respectivamente, e N € o nimero de &tomos no doméninteresse (@.
Para se obter as oscilagfes de estrutura mediproi@$nas foi computada as flutuacdes

guadréticas médias atdbmicas, ou RMBBdt-mean square fluctuatipdescrito pela equacéo:
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21/2

O _
RMSF= z;)[ri(j)—ri]
J:

[

Onderi(j) sdo as coordenadas désimo atomo no passo de tenmpa; suas posicdes
médias; €1 é o tempo de simulagdo, expresso como 0 humexbdetpassos de temptinie
step$ coletados.

O raio de giro (RG) foi calculado com a finalidatke se observar processos de expansao
ou compactacio das enzimas durante a simulacasade para descrever as dimensdes de uma

cadeia polimérica e € dado pela equacéao:

o

(rk _rmear)2

+1 N
REY

k=1

Ondelmean € a posicdo média dos monémeros. O raio de girantk idéia de quéo

compacta é a estrutura de uma proteina.
A area da superficie de acessibilidade ao solM@ASA) foi computada para obter uma
idéia da hidrofobicidade das enzimas e se houveealmda exposicdo ao solvente. A SASA

total de uma molécula d¢atomos € dada pela soma:

atoms

SASA Y p
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OndeAi é a SASA daésimo atomo, que por sua vez é obtida pela formula:

A -5 - 2RO

SendoS=4r (R + Rson)? @ SASA do atomo isoladade raioR; e um solvente de raio.

O termoby (rj) representa o SASA removid® pela sobreposi¢do dos atomos j, a uma
distanciarj = |ri-r; |. O parametro empiriqn depende do tipo de atomo, enquanto o parametro
empiricop; serve como um fator de adicional discriminacéo djséngue entre o primeiro e 0
proximo atomo vizinho ligado covalentemente e osésts ligados de forma néo covalente.

Foi calculado o teor da estrutura secundaria pargrateinas pelo algoritmo DSSP
(Dictionary of Secondary Structure of Protéire longo das simula¢cdes com o propdsito de
identificar regides onde ha formacao ou desnatordedestrutura secundaria. O algoritmo DSSP
classifica os aminoacidos de acordo com a estrgegandaria que o mesmo faz parte, baseando-
se nas ligacOes de hidrogénio dentro das cadeaiagpais. As ligacdes podem ser identificadas

pela seguinte equacéo quarktlé menor que -0.5 kcal/mol:

E=0.08 + + + 1 .33Z%cal /mol

A analise dos componentes principais (PCA) foiizadh para identificar as regibes que
mais contribuem para os movimentos mais signiffoatipara as mudancas conformacionais nas

proteinas. A idéia basica do PCA é encontrar odrqdas minimos para o vetor na férmula:
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a() =23, (9N,

ondeM ¢é o nuamero de graus de liberdade os vetongs sdo vetores de base

ortonormal, os quais séo definidos pelo autovalor

——

}\ana :KTr]a

Nesta equacaddt € a matriz de correlacdo determinada pela tragetda dinamica

molecular—= (t):
q

<, =| (a0 -[a0] )(wo-[as] )|

tot

onde [}ot significa o tempo médio entre@t e < tr. O autovalorA, é o tempo médio de

|a, (t) F (BALSERAet al, 1996).

As diferentes conformagfes amostradas durante &amiia molecular das proteina em
consideracdo foram comparadas e agrupadas de acomoum indice de similaridade
conformacional. Esta analise permite avaliar e @ampa heterogeneidade conformacional das
proteinas estudadas para determinar quais sistgonasentam maior variagcdo conformacional.
Deste modo, esta andlise classifica as estrutuzaanth trajetoria em grupos de estruturas

similares de acordo com os valores de RMSD. O gdarorte para a classificacdo entre pares de
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estruturas de um mesmo cluster foi de 0,1 nm exgtrétomos da cadeia principBlefine-se a

diferencaD, pentre duas conformacoese b, como:

1/2

0. % g2 (di-d) |

i<j

onde a soma abrange todos os pigrdeN atomos, sendo consideradas as configuracdes
a e b; e € a distancia entre os atoniasjl (TORDA; VAN GUNSTEREN, 1994).

Os célculos dos desvios quadraticos médios (RM®B)desvios quadraticos médios
atdmicos (RMSF), o teor da estrutura secundariesSE)So raio de giro (RG), a superficie de
acessibilidade ao solvente (SASA), a analise dogpooaentes principais (PCA) e a analise por
agrupamento (clustering) foram realizados com @teade programas GROMACS versao 4.5.3

(HESSet al, 1997).
3.4DOCKINGMOLECULAR

Os receptores usados nas andlisesddeking foram a estrutura cristalografica da
AgGSTE2 e seu mutante (AgGSTE2mut) e a estrutunmaeidelo construido para a AQGSTEDS.
Os ligantes utilizados foram os inseticidas DDTpaal, cipermetrina e o malation sendo todos
estes inseticidas organicos sintéticos e de usemh normalmente empregados no controle de
culicideos vetores (tabela 2); e o composto orga@PNB, molécula modelo para estudos de
atividade de GSTs. As coordenadas atdomicas dos asiogpforam obtidas na base de dados

ZINC (http://zinc.docking.org!/
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Tabela 2- Compostos utilizados como ligantes para o caldeddocking

Sigla/Nome comercial Nome Formula Numero de
acesso
DDT Dicloro-Difenil-Tricloroetano Ci4HoCls ZINC01530011
CDNB 2,4-Dinitroclorobenzeno  CgH3CIN,O, ZINC1540301
Carbaril metilcarbamato de 1-naftio C12H11NO2 ZINC00001090
Cipermetrina Cipermetrina CooHi1oCIb,NO3  ZINC71789490
Malation Malation Ci10H1606PS ZINC1530800

Dados da pesquisa

O dockingmolecular € uma técnica computacional que viseuta interacdes atdmicas
entre uma pequena molécula ligante e uma macromialéem busca da conformacdo de menor
energia (Figura 9). Para o célculo foi utilizadprograma AutoDock 4.2.2 (Morrist al. 2009),
convertendo os arquivos em formato PDB para o ftrmebqt, que € o arquivo utilizado pelo
AutoDock. Os ligantes foram assinalados com pan@metie carga Gasteiger e apenas 0sS
hidrogénios apolares representados explicitamehsesimulacdes foram executadas com o
algoritmo Genético Lamarckiano (LGA). A caixa faitabelecida nas dimensfes 52 X 52 XA52
centrado no ligante e no sitio ativo e o LGA fobsetido a calculos de 10.000 réplicas com
populacdes de 150 individuos a um maximo de 27ge@8cles e taxas de mutacéossoverde

0,02 e 0,08 respectivamente.
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Figura 9 - Esquema ddockingentre proteindigante

Obtencdo e preparacao
das estruturas

C «

Receptor Ligante

\

!

Aplicagdo do
algoritmo de
docking

Obtencdo do complexo
receptor-ligante

Fonte: llustracéo produzida pelo autda pesquis
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4 RESULTADOS

4.1 POLIMORFISMO GENETICO DOS GENESyGSTEZE AgGSTES

Foram analisadas 62 sequencias de 516 pb pare®g&STEZ2 69 sequencias de 518
pb para o gene da AgGSTES. PAgGGSTEZoram observados 55 haplotipos distintos, sendo 20
exclusivos. No total 117 sitios mostraram-se patfirads e 401 ndo apresentaram polimorfismo.
Em relacdo aAgGSTES 71 haplétipos foram encontrados, dos quais 2é&nfoexclusivos. A
diversidade haplotipica foi similar entre os doemes (Hd=0,9713 paregGSTE2e Hd=0,9861
paraAgGSTEJY. Na tabela 3 encontram-se os valores de divetsidacleotidica paragGSTE2
e AgGSTES5 Também foram estimados os testes D de Tajima lenites de confianca para
ambos os genes através do métsiiting window(Tabelas 4 e 5). Neste método as estatisticas
sdo calculadas por pequenos quadros ou janelasadies.das estatisticas apresentadas sdo
calculados para os dados de polimorfismo contiéo$rd da janela. Desta maneira, a variagao de
cada estatistica ao longo da regido pesquisada sgdmedida. Este tipo de andlise permite
investigar como os padrdes de variagdo mudangaatte um segmento gendmico pesquisados,
€ normalmente aplicado a deteccdo de locais denatissas selecdo natural ou para a
identificacdo de alteracOes locais na mutacdo rastale recombinacdo. No geAgGSTE2
observa-se valores negativos e similares para taslaggides, indicando selecao purificadora
(negativa). Por outro lado, a regido correspondaoseaminoacidos 54-87 (nucleotideos 76-175)
no geneAgGSTESapresentou um valor positivo e significativo (P0O91). Levando-se em
consideracdo a sequéncia génica completa, o test@dra um valor entre O e -1, sendo este
efeito condizente com a selecéo positiva, tipo elecdo que leva a uma maior diversidade

funcional da proteina.



P&aqihg5

Tabela 3- Diversidade genética e teste de neutralidadEajimma em sequencias de nucleotideo
de AQGSTE2 AgGSTES5m = nimero de sequéncias, S = nimero de sitiseglegantes s
namero de sitios segregantes por sitios de nudnt(S/m), 8 = (pda), = = diversidade
nucleotidica, e D é o teste de Tajima.

Gene m Ps IZ] m D
AgQGSTE?2 62 0.177551 0.037807 0.015975 -1.990529
AgGSTES 69 0.118577 0.024683 0.020479 0.570257

Dados da pequisa

Tabela 4-. Teste D de Tajima para sequéncias de nucleotidegeneAgGSTE?2 #: P<0.10; *:
P<0.05; **: P<0.01.

Blocos de Ponto D Significancia
nucleotideos intermediario

1-100 5C -1,882( *
26-125 75 -2,044¢ *
51-150 10C -1,933¢ *
76-17% 12t -1,744¢ #

101-200 15C -1,765% #

126-225 17t -1,834: *

151-250 20C -1,811: *

17€-27¢ 22¢ -1,677 #

201-30C 25C -1,458(

226-325 27¢ -1,026(

251-350 30C -1,114°

27€-37¢ 32t -0,778¢

301-400 35C -1,019:

32€-42¢ 37¢ -1,291¢

351-450 40C -1,535¢

376-475 42¢ -1,955¢ *

401-500 45C -1,523:

42€-51¢ 471 -1,525:
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Tabela 5- Teste D de Tajima para sequéncias de nucleotidegeneAgGSTES #: P<0.10; *:
P<0.05; **: P<0.01.

Blocos de Ponto D SignificAncia
nucleotideos intermediario
1-100 5C -0,861¢
26-125 75 0,007¢
51-150 10C 0,506
76-175 12t 2,951¢ *x
101-200 15C 1,679¢
126-225 17t 1,678"
151-250 20C 1,137¢
176-275 22F 0,754¢
201-30C 25C 1,210°
226-325 27F 0,157¢
251-350 30C -0,185¢
276-375 32t -0,258t¢
301-400 35C -0,345:
32€-42¢ 37t -0,291¢
351-450 40C -0,278¢
376-475 42t -1,227:
401-500 45C -0,197¢
426-516 472 0,073

Dados da pesquisa

4.2 ALINHAMENTO E MODELAGEM ESTRUTURAL DAAgGSTES

O alinhamento de sequéncias para AQGSTES5 e AgG$FPBEB-2IMI) via o algoritmo
BLAST2P revelou uma similaridade de 76% e identddd 52% entre as duas sequéncias. A
homologia entre as duas sequencias possibilitolsm da estrutura cristalografica em alta

resolucdo (1.4 A) da AgGSTE2 (PDB ID 2IMI) como m®lpara a construgdo do modelo
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estrutural para AQGSTES. O alinhamento das resexgequencias revelou Qapsde até 04
aminoacidos de comprimento, com urit de escore de 24Bits e e-valuede 1e-86. Sdo
considerados alinhamentos de maior qualidade axjgake apresentam escores acima de 200 bits
e o0s valores dee-value (expected valyede um hit para um dadoscore representam a
probabilidade de se obter, com outra sequenciddai@alo mesmo tamanho e composicdo de
letras, um score igual ou superior. Deste modondpianais proximo de zero for o valor de

value mais confiavel é o resultado do alinhamento.

Figura 10 - Resultado do alinhamento entre as sequenciasnmasrda AQGSTE2 e AgGSTES.
Os aminoacidos indénticos estédo representadospasterico (*), as substituicbes conservadas
por dois pontos (:) e as semi-conservadas por urtogdg.

&gITEZ MAN---LVLYTLHL3PPCRAVE LTAKALGLELEQETINLLTGDHLEFEFWY
&gITES MaTNPIIELYTAKLIPPGRAVELTAKLLGLILDIVEPINL LAGDHRTDEFL

T soEEE o EEET REERAEAE GET ke AEETELEET | HE
LyGETEZ ELNPOHTIPVLDDNGTIITE SHATMI VLV TEY GED -DA LY PEDPYEQARY
&gITES RLNPFOHTIPVIDDGGWIVED SHATITYLVOEYGFD GOTLYPEDE LARAKW

ERAAXRFFENN o HT F_ Fr o WFAFRETET FHAAT oo FTT AT o F N

ARTEZ NAaALHFESGYLFARMEFTFEREILFFGESDIPEDEVEYVIESYELLEDTLY
ByGITES NAGLHFDSGVLFSRLRFYFEPILYEGSAEVEQDEIDYMEEGYEL LNDALY
*:.***:*ﬁﬁ**:ﬁ:ﬁ* wE ﬁﬂ': ﬂ'.:::*:*:::*::*.*ﬁ**:ﬁ:**
ARTEZ DDFVAGPTMTIADFACI STV A TNV P LEQSFHPRIVANIDELE-QLEY
ARTES EDVIAGSSLTLADYACIATIATMEEFFFMDESEYPALVANIERLSETLEE
PEpaFE g Wy EE FEE ALy L Ty E g FEELEE RS
AgGRTEZ YEEVNGGGGTD L GEFVLAREEEN ----AKL
AgGRTES TDALNIEGAYEFAEICESLELEN AT VALE
TR +* e awm . x +

Fonte: llustrac&o produzida pelo autor da pesquisa
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4.2.2 Validacao do modelo

O modelo obtido para a AgGSTES demonstrou atraeédiggrama de Ramachandran
(Figura 11) que a maioria dos residuos (88,7%)ag#m-se nas regides de conformacdes
energeticamente mais favoraveis, e apenas 1% ddduos encontravam-se em regides
proibidas. Resultados semelhantes foram observaaastrutura cristalografica da AgGSTE?2,
com 92% dos residuos locados em regides mais faier@rigura 12).

A qualidade local foi constatada também pelos tadas doPSQS-Protein Structure

Quality ScorgTabela A1) e do ANOLEA, GROMOS e QMEAN (Figurésd 14).

Figura 11 - Diagrama de RamachandranAgGSTES com 88,7% dos residuos em regides de
conformacdo mais favoravel (vermelho), 9,7 % emidexg permitidas, 0,5% em regides
desfavoréaveis (bege) e 1,0% em regifes proibidangb).

‘ LE] B D@ =
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_ . —
J135" | _ ‘ ’—‘ B ‘
5

0 45 90 135 180
Phi (degrees)

Fonte: llustracéo produzida pelo autor da pesquisa
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Figura 12 - Diagrama de Ramachandran da AQGSTE2 e AQGSTE2mu®©@% dos residuos
em regides de conformacado mais favoravel (vermehb)% em regides permitidas, 0,3% em
regides desfavoraveis (bege) e 0,3% em regidebigasi (branco).
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Fonte: llustragédo produzida pelo autor da pesquisa
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Figura 13 - Gréaficos do Anolea, Qmean e Gromos em funcadeoloda estrutura secundaria
(DSSP) para AgGSTE2. Para o Gromos e 0 Anolea ede kestacam-se 0s residuos em
conformacéo favoravel, o vermelho sinaliza os resscem conformacdes desfavoraveis. Para o

Qmean a curva segue um gradiente de cores debarxe Energia) a vermelho (energia alta).
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Figura 14 - Graficos do Anolea, Qmean e Gromos em fun¢doatodiz estrutura secundaria
(DSSP) para AgGSTE2mut. Para o Gromos e 0 Anoleageede destacam-se 0s residuos em
conformacéo favoravel, o vermelho sinaliza os resscem conformacdes desfavoraveis. Para o
Qmean a curva segue um gradiente de cores debazxs E€nergia) a vermelho (energia alta).
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Figura 15 - Graficos do Anolea, Qmean e Gromos em fun¢édo atodi@ estrutura secundaria
(DSSP) para AgGSTES. Para o Gromos e 0 Anolea ede iestacam-se 0s residuos em
conformacéo favoravel, em vermelho sinaliza odtexd em conformacgfes desfavoraveis. Para o

Qmean a curva segue um gradiente de cores debaxs E€nergia) a vermelho (energia alta).
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O score global do QMEAN (BENKER®t al, 2008) é uma combinacédo linear de seis
termos estruturais (tabela 6) utilizando potenaaististicos. O QMEANG é um escore confiavel
para todo o modelo, que pode ser utilizado a fint@aparar e classificar qualitativamente os
modelos experimentais e computacionais. A estirmaatig qualidade varia entre 0 e 1, com
valores mais elevados para os melhores modelodo2esim, os escores obtidos pelo QMEANG

suportam a hipétese de que o modelo construidaféeel.

Tabela 6- Resultados d@meanpara a AQGSTE2 e AQGSTES.

Score AgGSTE2 AgQGSTES
Energia de interacdo C_beta -150.12 -147.20
Energia de todos os pares de adtomos -13486.92 -11780.50

Energia de solvatacéo -50.75 -37.62

Enegia das torsdes angulares -109.05 -114.56
Conformacéao de Estrutura secundaria  90.7% 90.1%
Acessibilidade ao solvente 83.2% 81.8%
QMEANSG score 0.816 0.805

Dados da pesquisa

Para fins comparativos, os mesmos protocolos atiiz para avaliar a qualidade do
modelo estrutural da AgGSTES foram aplicados autst cristalografica de alta-resolucdo da
AgGSTE2 (PDB-2IMI). Resultados semelhantes foraridob para esta estrutura experimental
onde 92% dos residuos adotam conformacdes enamgetite favoraveis do diagrama de
Ramanchandran (Figura 12). Desta forma, o modeiwutesal construido para AgGSTES é
energeticamente comparavel a estrutura da AgGSHSPe modelo foi utilizado como
configuracao inicial para as simula¢gdes de dinamigkecular em solvente explicito.

Os resultados obtidos nas analises da qualidadgtugat demonstraram que o modelo
proposto neste trabalho para a AgGSTES é confi@uapresentativo. A variagdo mutante da

AgGSTE2 (AgGSTE2mut) apresentou resultados idénticos aosudaisoforma tipo selvagem,
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sendo portanto os graficos e nimeros apresentatides/como referéncias para as duas formas.
A estrutura tridimensional do modelo aqui constufbde ser acessada RMDB — Protein

Model Data BasdD PMO0077788

4.2.3 Volume dos sitios de ligacao

As estruturas das enzimas AgGSTE2, AgGSTE2mut eSA@S foram submetidas ao
servidor doQ-SiteFinder(LAURIE; JACKSON, 2005), que funciona atravesusm de sondas
de ligacbes hidrofobicas para a proteina e proclustersde sondas com a energia de ligacéo
mais favoravel. Essedusterssdo ranqueados em ordem segundo a probabilidasker den sitio
de ligacdo, de acordo com a soma total das enatgitgacado para cada cluster. Nesta analise, as
proteinas foram submetidas com o GSH que foi toatamno ligante. Foi calculado o volume
(}'&3) das proteinas e do primeipocketdo ranking e os atomos e residuos foram identifisad
(tabela 7-9). Em todas as proteinas (AQGSTE2, AgE2aTut e AQGSTEDS) o primeinpocketdo
ranking incluia o sitio G (onde liga-se a glutaipe o sitio H (substrato especifico). O volume
de toda a proteina da AgGSTe5 foi um pouco merﬁﬂ?(?k& % que o0 da AgGSTE?2 (4363%3).

O volume dos sitios de ligacdo da AQGSTES (Li?pfoi maior que o da AgGSTE2 (77373).
A isoforma mutante, a AQGSTE2mut, apresentou uranael ligeiramente menor (43491]?) que
a da sua isoenzima, ndo obstante ter apresentaduesdos sitios de ligacdo maior (9&9 que

a isoforma selvagem.
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Tabela 7- Residuos e atomos que constituem o sitio datatih AQGSTE2 de acordo cont
sitefinder Cada coluna representa a posi¢cado do atomo, ddigomo, o tipo de aminoacido, a
subunidade a qual o atomo pertence e 0 nimero ohmaaodo.

62 CG LEUA 9 64 CD2 LEUA 9 75 N LEUA 11

76 CA LEUA 11 77 C LEUA 11 78 O LEUA 11

79 CB LEUA 11 80 CG LEUA 11 81 CD1 LEU A 11

83 N SER A 12 84 CA SER A 12 85 C SERA 12

87 CB SER A 12 88 OG SER A 12 89 N PROA 13

90 CA PROA 13 99 C PROA 13 92 O PROA 13

93 CB PROA 13 94 CG PROA 13 95 CD PROA 13

96 N PROA 14 97 CA PROA 14 98 C PROA 14

99 O PROA 14 100 CB PROA 14 101 CG PROA 14
102 CD PROA 14 120 N ALA A 17 121 CA ALA A 17
124 CB ALA A 17 261 ND2 ASN A 35 262 N LEUA 36
263 CA LEU A 36 264 C LEUA 36 266 CB LEU A 36
267 CG LEU A 36 268 CD1 LEU A 36 269 CD2 LEU A 36
270 N LEU A 37 271 CA LEU A 37 274 CB LEU A 37
275 CG LEU A 37 276 CD1L LEU A 37 277 CD2 LEU A 37
301 CB HSA 41 302 CG HS A 41 303 ND1 HS A 41
304 CD2 HS A 41 305 CE1 HS A 41 306 NE2 HS A 41
381 ODL ASN A 50 391 CA GNA 52 392 C GNA 52
393 O GNA 52 394 CB GNA 52 395 CG GNA 52
396 CD GN A 52 397 OEl1 GLN A 52 398 NE2 GLN A 52
401 C HS A 53 402 O HS A 53 404 CG HIS A 53
405 NDL HS A 53 407 CE1 HS A 53 408 NE2 HHS A 53
409 N THR A 54 410 CA THR A 54 411 C THR A 54
412 O THR A 54 413 CB THR A 54 414 OGL THR A 54
415 C&Z THR A 54 416 N ILE A 55 417 CA ILE A 55
418 C ILE A 55 419 O ILE A 55 420 CB ILE A 55
421 CGL ILE A 55 423 CD1L ILE A 55 424 N PRO A 56
425 CA PRO A 56 426 C PRO A 56 427 O PRO A 56
429 CG PRO A 56 430 CD PRO A 56 504 N GUA 67
505 CA GLU A 67 506 C GUA 67 507 O GUA 67
508 CB GLU A 67 509 CG GLUA 67 510 G GU A 67
511 OCEl GLU A 67 512 OE2 GLU A 67 513 N SER A 68
514 CA SER A 68 515 C SER A 68 517 CB SER A 68
518 OG SER A 68 519 N HSA 69 524 CG H S A 69
525 NDL HS A 69 526 CD2 HS A 69 527 CE1 HS A 69
528 NE2 HS A 69 549 CE MET A 72 798 O G.U A 103
800 CG G.U A 103 801 CD G.U A 103 802 OE1 GLU A 103
803 OF2 GLU A 103 804 N SER A 104 805 CA SER A 104
806 C SER A 104 807 O SER A 104 808 CB SER A 104
809 OG SER A 104 833 CB PHE A 108 834 CG PHE A 108
835 CD1 PHE A 108 836 CD2 PHE A 108 837 CE1 PHE A 108
838 CE2 PHE A 108 839 CZ PHE A 108 862 SD MET A 111
863 CE MET A 111 864 N ARG A 112 865 CA ARG A 112
866 C ARG A 112 867 O ARG A 112 868 CB ARG A 112
869 CG ARG A 112 870 CD ARG A 112 871 NE ARG A 112
872 CZ ARG A 112 873 NHL ARG A 112 874 NH2 ARG A 112
895 CA PHE A 115 896 C PHE A 115 897 O PHE A 115
898 CB PHE A 115 899 CG PHE A 115 901 CD2 PHE A 115
903 CE2 PHE A 115 905 N GU A 116 906 GLU A 116
907 C GU A 116 908 O GU A 116 909 CB G.U A 116
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Tabela 7 — Continuacéo

910 CG GLU A 116 911 CD GLU A 116 912 OEl1 GLU A 116
913 OF2 GLU A 116 937 CB LEU A 119 938 CG LEU A 119
939 CD1 LEU A 119 940 CD2 LEU A 119 945 CB PHE A 120
946 CG PHE A 120 947 CD1 PHE A 120 948 CD2 PHE A 120
949 CEl1 PHE A 120 950 CE2 PHE A 120 951 CZ PHE A 120
958 CD1 PHE A 121 960 CEl1 PHE A 121 962 CZ PHE A 121
1272 N SER A 161 1273 CA SER A 161 1274 C SER A 161
1275 O SER A 161 1276 CB SER A 161 1277 OG SER A 161
1296 CB SER A 164 1297 OG SER A 164 1303 OGlL THR A 165
1633 CG LEU A 207 1634 CD1 LEU A 207 1635 CD2 LEU A 207
1655 CD1 PHE A 210 1657 CE1 PHE A 210 1659 CZ PHE A 210
2509 O SER B 98 2511 OG SER B 98 2526 CA HS B 101
2527 C HS B 101 2528 O HS B 101 2529 CB H S B 101
2535 N PHE B 102 2536 CA PHE B 102 2537 C PHE B 102
2538 O PHE B 102 2539 CB PHE B 102 2540 CG PHE B 102
2541 CD1 PHE B 102 2543 CEl1 PHE B 102 2561 N GY B 105
2562 CA GY B 105 2563 C GY B 105 2564 O GY B 105
2565 N VAL B 106 2566 CA VAL B 106 2569 CB VAL B 106
2570 CGlL VAL B 106 2571 C&X VAL B 106 2868 CB LEU B 140
2869 CG LEU B 140 2870 CD1 LEU B 140 2871 CD2 LEU B 140

Dados da pesquisa

Tabela 8- Residuos e atomos que constituem o sitio datatih AQGSTE2mut de acordo com o
Q-sitefinder Cada coluna representa a posi¢cao do atomo, ddigbomo, o tipo de aminoacido,
a subunidade a qual o atomo pertence e 0 nimexmahmacido.

62 CG LEUA 9 64 CD2 LEUA 9 75 N LEUA 11
76 CA LEUA 11 77 C LEUA 11 78 O LEUA 11
79 CB LEUA 11 80 CG LEUA 11 81 CD1 LEU A 11
83 N SER A 12 84 CA SER A 12 85 C SERA 12
87 CB SER A 12 88 OG SER A 12 89 N PROA 13
90 CA PROA 13 99 C PROA 13 92 O PROA 13
93 CB PROA 13 94 CG PRO A 13 95 CD PRO A 13
96 N PROA 14 97 CA PROA 14 98 C PROA 14
99 O PROA 14 100 CB PROA 14 101 CG PRO A 14
102 CD PROA 14 120 N ALA A 17 121 CA ALA A 17
124 CB ALA A 17 261 ND2 ASN A 35 262 N LEUA 36
263 CA LEU A 36 264 C LEUA 36 265 O LEUA 36
266 CB LEU A 36 267 CG LEU A 36 268 CD1 LEU A 36
269 CD2 LEU A 36 270 N LEU A 37 271 CA LEU A 37
274 CB LEU A 37 275 CG LEU A 37 276 CD1 LEU A 37
277 CD2 LEU A 37 301 CB HS A 41 302 CG HSA 41
303 NDL HS A 41 304 CD2 HS A 41 305 CE1 HS A 41
306 NE2 HS A 41 381 OD1L ASN A 50 391 CA GNA 52
392 C GNA 52 393 O GNA 52 394 CB G.NA 52
395 CG GN A 52 396 CD GNA 52 397 OE1 GLN A 52
398 NE2 GLN A 52 401 C HS A 53 402 O HS A 53
404 CG HIS A 53 405 NDL HS A 53 407 CE1 HS A 53
408 NE2 HHS A 53 409 N THR A 54 410 CA THR A 54
411 C THR A 54 412 O THR A 54 413 CB THR A 54
414 OGL THR A 54 415 C& THR A 54 416 N ILE A 55
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Tabela 7 — Continuacéo

417 CA ILE A 55 418 C ILE A 55 419 O |ILE A 55
420 CB ILE A 55 421 CGL ILE A 55 423 CDL ILE A 55
424 N PRO A 56 425 CA PRO A 56 426 C PRO A 56
427 O PRO A 56 429 CG PRO A 56 430 CD PRO A 56
504 N GUA 67 505 CA GUA 67 506 C GUA 67
507 O GUA 67 508 CB GUA 67 509 CG GUA 67
510 CO GU A 67 511 OF1 GLU A 67 512 OE2 GLU A 67
513 N SER A 68 514 CA SER A 68 515 C SER A 68
517 CB SER A 68 518 OG SER A 68 519 N HSA 69
524 CG HIS A 69 525 ND1L HS A 69 526 CD2 HS A 69
527 CE1 HS A 69 528 NE2 HS A 69 549 CE MET A 72
798 O GU A 103 800 CG G.U A 103 801 CD G.U A 103
802 CE1l GLU A 103 803 OE2 GLU A 103 804 N SER A 104
805 CA SER A 104 806 C SER A 104 807 O SER A 104
808 CB SER A 104 809 OG SER A 104 833 CB PHE A 108
834 CG PHE A 108 835 CD1 PHE A 108 836 CD2 PHE A 108
837 CEl1 PHE A 108 838 CE2 PHE A 108 839 CZ PHE A 108
862 SD MET A 111 863 CE MET A 111 864 N ARG A 112
865 CA ARG A 112 866 C ARG A 112 867 O ARG A 112
868 CB ARG A 112 869 CG ARG A 112 870 CD ARG A 112
871 NE ARG A 112 872 CZ ARG A 112 873 NH1L ARG A 112
874 NH2 ARG A 112 895 CA PHE A 115 896 C PHE A 115
897 O PHE A 115 898 CB PHE A 115 899 CG PHE A 115
901 CD2 PHE A 115 903 CE2 PHE A 115 905 N GLU A 116
906 CA GLU A 116 907 C G.U A 116 908 O GLU A 116
909 CB G.U A 116 910 CG G.U A 116 911 CD G.U A 116
912 OEl1 GLU A 116 913 OF2 GLU A 116 937 CB LEU A 119
938 CG LEU A 119 939 CD1 LEU A 119 940 CD2 LEU A 119
945 CB LEU A 120 946 CG LEU A 120 947 CD1 LEU A 120
948 CD2 LEU A 120 958 CD1 PHE A 121 960 CE1 PHE A 121
962 CZ PHE A 121 1272 N SER A 161 1273 CA SER A 161
1274 C SER A 161 1275 O SER A 161 1276 CB SER A 161
1277 OG SER A 161 1296 CB SER A 164 1297 OG SER A 164
1303 OGlL THR A 165 1633 CG LEU A 207 1634 CD1 LEU A 207
1635 CD2 LEU A 207 1655 CD1 PHE A 210 1657 CE1 PHE A 210
1659 CZ PHE A 210 2509 O SER B 098 2511 OG SER B 098
2526 CA HI S B 101 2527 C H S B 101 2528 O H S B 101
2529 CB HIS B 101 2535 N PHE B 102 2536 CA PHE B 102
2537 C PHE B 102 2538 O PHE B 102 2539 CB PHE B 102
2540 CG PHE B 102 2541 CD1 PHE B 102 2543 CEl1 PHE B 102
2561 N GY B 105 2562 CA GY B 105 2563 C GY B 105
2564 O GY B 105 2565 N VAL B 106 2566 CA VAL B 106
2569 CB VAL B 106 2570 CGL VAL B 106 2571 C& VAL B 106
2868 CB LEU B 140 2869 CG LEU B 140 2870 CDl1 LEU B 140
2871 CD2 LEU B 140

Dados da pesquisa
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Tabela 9 -Residuos e atomos que constituem o sitio catatacAgGSTES de acordo conte
sitefinder Cada coluna representa a posi¢ado do atomo, ddigomo, o tipo de aminoacido, a
subunidade a qual o atomo pertence e 0 hiumero thmaono

89 CA ALA A 12 90 C ALAA 12 91 O ALAA 12
92 CB ALA A 12 93 N LYS A 13 102 N LEUA 14
103 CA LEUA 14 104 C LEUA 14 105 O LEUA 14
106 CB LEU A 14 107 CG LEU A 14 109 CD2 LEU A 14
110 N SER A 15 111 CA SER A 15 112 C SER A 15
114 CB SER A 15 115 OG SER A 15 116 N PRO A 16
120 CB PROA 16 121 CG PRO A 16 122 CD PROA 16
127 CB PROA 17 128 CG PRO A 17 129 CD PROA 17
270 O ILEA 37 276 CA ASN A 38 277 C ASN A 38
278 O ASN A 38 279 CB ASN A 38 280 CG ASN A 38
281 0OD1 ASN A 38 282 ND2 ASN A 38 283 N LEUA 39
284 CA LEU A 39 285 C LEUA 39 287 CB LEU A 39
288 CG LEU A 39 289 CD1 LEU A 39 290 CD2 LEU A 39
291 N LEU A 40 292 CA LEU A 40 295 CB LEU A 40
296 CG LEU A 40 297 CD1L LEU A 40 298 CD2 LEU A 40
320 CB HIS A 44 321 CG H S A 44 322 ND1 HS A 44
323 CD2 HS A 44 324 CE1 HS A 44 325 NE2 HHS A 44
416 C GNA 55 417 O GNA 55 425 C HS A 56
426 O HS A 56 428 CG HIS A 56 429 NDL HS A 56
431 CE1 HS A 56 432 NE2 HS A 56 433 N THR A 57
434 CA THR A 57 435 C THR A 57 437 CB THR A 57
438 OGL THR A 57 439 C& THR A 57 440 N ILE A 58
441 CA ILE A 58 442 C ILE A 58 443 O ILE A 58
444 CB ILE A 58 445 CGL ILE A 58 447 CD1 ILE A 58
854 CA PHE A 112 856 O PHE A 112 858 CG PHE A 112
859 CD1 PHE A 112 861 CE1 PHE A 112 862 CE2 PHE A 112
863 CZ PHE A 112 882 CA LEU A 115 883 C LEU A 115
884 O LEU A 115 885 CB LEU A 115 886 CG LEU A 115
888 CD2 LEU A 115 889 N ARG A 116 890 CA ARG A 116
891 C ARG A 116 892 O ARG A 116 893 CB ARG A 116
894 CG ARG A 116 895 CD ARG A 116 896 NE ARG A 116
897 CZ ARG A 116 898 NHL ARG A 116 899 NH2 ARG A 116
923 N PHE A 119 924 CA PHE A 119 925 C PHE A 119
926 O PHE A 119 927 CB PHE A 119 928 CG PHE A 119
930 CD2 PHE A 119 932 CE2 PHE A 119 934 N G.U A 120
935 CA GLU A 120 936 C GU A 120 937 O G.U A 120
938 CB G.U A 120 939 CG GU A 120 940 CD G.U A 120
941 OE1 GLU A 120 942 OF2 GLU A 120 962 CB LEU A 123
963 CG LEU A 123 964 CD1 LEU A 123 970 CB TYR A 124
971 CG TYR A 124 972 CD1 TYR A 124 973 CD2 TYR A 124
974 CEl1 TYR A 124 975 CE2 TYR A 124 976 CZ TYR A 124
977 OH TYR A 124 1313 OGlL THR A 169 1314 C& THR A 169
1332 CB THR A 172 1333 OGL THR A 172 1669 CG PHE A 212
1670 CD1 PHE A 212 1671 CD2 PHE A 212 1672 CE1 PHE A 212
1673 CE2 PHE A 212 1674 CZ PHE A 212 1696 CD1 ILE A 215
880 NH2 ARG B 114 1135 CG LEU B 144 1136 CD1 LEU B 144
1137 CD2 LEU B 144

Dados da pesquisa
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4.3DINAMICA MOLECULAR
4.3.1 Estabilidade conformacional

Em simulagbes de dindmica molecular de proteinas duandezas podem ser utilizadas
na analise da estabilidade conformacional em funightempo: os desvios quadraticos médios
(RMSD) e o raio de giro (RG).

Os valores de RMSD para o carbono-alfa de cadensasstiemonstram que ha mudancas
de conformacgéo nos sistemas analisados. A AgGSp&®ita ter mais estados conformacionais
gue suas homologas, ou seja apresenta maior di@desiconformacional. Foram observadas
poucas alteracdes no padrdo das curvas de AQGSRAg&ES8TES quando simuladas com e sem
o ligante (Figura 20-A). Porém, na isoforma mutaAtggGSTE2mutquando simulada com o
GSH (Figura 20-B) observa-se uma notavel alteraigdourva aos 15 nanossegundos, seguindo
estavel até os 25 nanossegundos quando novamemteat@ubir e se estabiliza. Os valores de
RMSD da AgGSTES5 também indicam que omodelo cortkiraiestavel e valido.

Figura 16 - Valores de RMSD para as trés proteinas sem (Aje(8) o ligante GSH.
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Fonte: llustracé&o produzida pelo autor da pesquisa.

Os graficos de distribuicho do RMSD (Figuras 216 &ostram que a AgGSTEZ2
manteve o mesmo padrdo de distribuicdo (curvaslasas) ndo havendo diferencas entre a
estrutura simulada com e sem o ligante, o quefgignjue durante a simulacdo a presenca da
glutationa ndo altera a conformacdo desta protegnaggue portanto apresenta a maior
homogeneidade conformacional entre os sistemaslesioal Na AQGSTES5 sem o ligante foi
possivel perceber duas curvas de distribuicdo aonpegueno periodo de transicdo entre elas
sugerindo que este sistema apresenta dois estadfigracionais, porém ndo muito distintos

entre Si.
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Figura 17 - Gréfico da distribuicdo do RMSD para AQGSTE?2 (digiemte).
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Figura 18 - Gréfico da distribuicdo do RMSD para AgGSTE2maen{digante).
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Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa
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Fonte: llustracéo produzida pelo autor da pesquisa
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Figura 19 - Gréfico da distribuicdo do RMSD para AgGSTEDS (digante).
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Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa.

Quando simulada com o ligante, a AgGSTdpesentou apena uma curva bem definida
(Figura 26). Estes resultados apontam que a AgGSIHEED uma maior homogeneidade
conformacional quando simulada com o GSH. Para Adg&Z&ut observou-se que quando ela
esta sem o ligante a distribuicdo segue uma cwsimétrica apesar do grafico do RMSD (Figura
22) apresentar valores constantes e indicar aikddale da proteina. No entanto, a dinamica da
AgGSTE2mut sofre uma mudanca ao ligar-se com atghnta, onde pode-se observar duas
curvas nitidas na distribuicio e um periodo de sicdo entre elas, indicando uma

heterogeneidade conformacional deste sistema @Rfjr
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Figura 20 - Grafico da distribuicdo do RMSD para AQGSTE2ndayante).
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Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa

Figura 21 - Gréfico da distribuicdo do RMSD para AgGSTE2muinfdigante).
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Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa
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Figura 22 - Gréfico da distribuicdo do RMSD para AgGSTES (dayante).
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Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa

Os gréficos de RMSF (Figura 27) exibem valoresldeidcoes médias diferentes entre
todos os sistemas simulados, com e sem o GSH. fdotenas regides de maior flutuacdo (> 0.2
nm) sdo muito similares em todos os sistemas notaaedima ligeira diferenca entre AQGSTE2 e
AgGSTED, especificamente entre os residuos 300-§66, na AgGSTES5 mostra-se maior.
Comparando as isoformas AQGSTE2 e AgGSTE2mut perselgjue as regides de variacbes sao
congruentes, porém apresentam valores médios maiardgGSTE2mut. A presenca do ligante
(GSH) parece contribuir para um pequeno acréscime flutuacdbes da AgGSTE2 e

AgGSTE2mut e para um decréscimo na AgGSTES.
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Figura 23 - RMSF para o carbono-alfa nas proteinas com (Ajre(83 GSH.
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Fonte: llustragédo produzida pelo autor da pesquisa

Para saber se houve processos de compactacao ansaapestrutural das proteinas foi
calculado o raio de giro para os seis sistemasf&ig8) ao longo das simula¢cbes. Os graficos
revelam que os valores diferiram entre os trésrsias e que as proteinas tendem a aumentar seu

raio de giro quando ligadas a glutationa. Na aua&tw GSH os maiores valores de raio de giro
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foram observados na curva referente a AgGSTES5, amiquo menor foi na curva da
AgGSTE2mut. Observa-se também uma ligeira diferem¢ige os raios de giro da AgGSTE2mut
e AgGSTE2 no inicio da simulacdo mas que conveefmal.

Figura 24 - Raio de giro nas proteinas simuladas com (4Ane @) o ligante.
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Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa
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Na presenca do GSH observam-se valores de raioirdeligeiramente maiores na
AgGSTE2 e na AQGSTES porém a curva segue o mesdraga ao final da simulacdo observa-
se um decréscimo de aproximadamente 0,25 nm na Ag&8 um acréscimo também de 0,25
nm na AgGSTES5. Na AgGSTE2mut foram observadas ngatamaiores nos valores e no
padrédo da curva. Quando analisada sem o liganerva@bse um decréscimo dos valores de raio
de giro em torno 0,25 nm e ao final, os valoresveggem com os da sua isoforma do tipo
selvagem (AgGSTE2). Quando simulada com o ligangH ®bserva-se que AgGSTE2mut
apresenta a partir dos 10 nanossegundos um aceédoimaio de giro em 0,5 angstrom e atinge
um platé aos 20 nanossegundos. A curva sofre ur aoréscimo aos 30 nanossegundos e em
seguida decresce aos 40 nanossegundos estabilizamdaalores de 0,25 angstroms maior que a
estrutura de inicio da simulacdo, convergindo cemadores de sua homoéloga AgGSTES.

A superficie de acessibilidade ao solvente (SA®AXxélculada para verificar se houve
mudancas na hidrofobicidade das enzimas (Figuras32). A SASA mantém-se estavel nos trés
sistemas simulados sem o ligante, e observa-seegatouito proximos nas curvas referentes as
isoformas da AgGSTE2 (mutante e tipo selvagem).nQoisimulada com o GSH, a AQGSTES
apresentou uma area acessivel ao solvente um paaioo (~ 5 nm) que as duas isoformas e os
seus valores convergem no final da simulacdo codadsyGSTE2 e AQGSTE2mut. A SASA da

AgGSTE2 e AgGSTE2mut mostraram ligeiras oscilagiissdo simuladas com o GSH.



Figura 25 - Superficie de acessibilidade ao solvente désm&s com a glutationa
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Fonte: llustracdes 29 e 30 produzidas pelo autor da psaqui

4.3.2 Conteudo da estrutura secundaria ao longo dempo

O teor da estrutura secundéaria permite avaliar ss@rateinas apresentam alteracfes

estruturais durante a simulacéo para cada tipstletera secundaria (hélices, folhas, alcas, etc)

Figura 26 - Superficie de acessibilidade ao solvente dosnséstesem a glutationa
140
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assim como saber quais sdo as regides de tran§dgdgraficos da Figura 31 mostram que a
estrutura secundaria dos sistemas € majoritari@menintida durante as simulacbes, o que
significa que ndo esta ocorrendo desnaturacao.stket@ras tendem a ser mantidas durante a
dinamica, principalmente as regibes compostas farhélices. Observam-se apenas poucas
diferencas sutis entre a estrutura secundaria dtsnm®s com e sem ligante, ndo havendo,

portanto, alteracdes significativas no nivel deudista secundaria nestas enzimas.

Figura 27 - Teor da estrutura secundaria dos sistemas simulAjidggGSTE2 sem
ligante; B) AQGSTE2 com ligante; C) AQGSTE2mut degante; D) AgGSTE2mut com
ligante; E) AQGSTES sem ligante; F) AQGSTES coraritg.
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Fonte: llustracao produzida pelo autor da pesquisa

4.3.3 Andlise de componentes principais.

A andlise dos componentes principais (PCA) é o maithecido e utilizado método
multivariado de reducdo de dados que usa técniatenmaticas para identificar padrdes em uma
matriz de dados. O principal elemento deste métmitsiste na construcdo de um pequeno
conjunto de novas variaveis ortogonais, ou sej@ odrrelacionadas, derivadas de uma
combinacdo linear das variaveis originais (SantéAr2002). Em trajetérias de dinamica
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molecular, a PCA é util uma vez que através degimdo € possivel detectar flutuacbes de
grande amplitude e distingui-las das flutuacdeaitode baixa amplitude.

Os movimentos de grande amplitude da AgGSTE2, Agz&ut e AgGSTES séao
predominantemente descritos pelos primeiros autoegle seus respectivos autovetores (Figuras
32 e 33). Quando simuladas sem o ligante o deskt@natomico do primeiro autovetor foi de
27 nnf, 10 nnf e 8 nM para AgGSTE2mut, AgGSTE5 e AgGSTE2 respectivameNte
simulacdo com a glutationa os deslocamentos at@ndos primeiros autovetores foram de 17

nn?, 10 nnf e 4 nM.

Figura 28 - Autovalores x autovetores para atomoddokbonenos sistemas sem GSH.
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Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa.
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Figura 29 - Autovalores x autovetores para atomoddokbonenos sistemas com GSH
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Foram elaborados graficos (Figura 34) do RMSF dmgiro autovetor de cada sistema
para verificar quais regides tem maior flutuacdgagtanto, contribuem mais para o movimento
das enzimas. Na AgGSTE2 sem ligante observa-seaguegidoes de maior flutuacdo (> 3
angstroms) situam-se nos residuos 35-40, 118-12P-210 que correspondem as hélices 2-3,7 e
11-12 e algumas regides de alca (Figura 34-A). KBFE2mut sem ligante apresentou maiores
flutuacdes do primeiro autovetor nos residuos 35t85-205 e 210-220, que formam as hélices
2-3-4, 11-12 e 12 e compdem também algumas regléeslca (Figura 35-B). No primeiro
autovetor AQGSTES sem o0 GSH as regides que maisilmoinam foram dos residuos 1-10, 40-
50, 120-130 e 220-240, sendo as duas primeiraeggeferentes a folha-beta 1 e as demais

situam-se nas hélices 7-8 e 12, compondo paraménagumas regides de al¢ca (Figura 35-C).
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Figura 30 - RMSF para o primeiro autovetor nos sistemas sene @m (B) GSH.
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Figura 31 - Regifes de maior contribuicdo para o primeiro\attr das enzimas AgGSTE2 (A),
AgGSTE2mut (B) e AQGSTES (C) sem o ligante.
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Fonte: llustrac&o produzida pelo autor da pesquisa.
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Figura 32 - Regifes de maior contribuicdo para o primeiro\attor das enzimas AgGSTE2 (A),
AgGSTE2mut (B) e AQGSTES (C) com o ligante.
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C Figura 32 Eontinua.
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Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa
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4.3.4 Andlise dos clusters

A andlise dosclustersdas simulacdes de DM foi realizada para identificegrau de
sobreposicdo de conformacédo entre as estruturastraa@s dentro dos conjuntos AgGSTE?2,
AgGSTE2mut e AgGSTES para avaliar a heterogeneidaddormacional dos sistemas. Esta
analise classifica as estruturas de uma traje&nagrupos ¢lusterg de estruturas semelhantes
como uma funcdo dout-off do RMSD (0,1 nm) dos atomos thackboneentre os pares de
estruturas da trajetoria. Uma vez que a amostragafiormacional em simula¢cées MD evolui de
acordo com uma distribuicdo de Boltzmann, chsstersde conformacdes derivados da MD
apresentam diferentes tamanhos onde sub-estadoaideenergia séo menos populados que os
sub-estados de menor energia.

Ao comparar o numero de clusters em relacdo aosnmdrde estruturas paetusters
(figura 37) observa-se que os sistemas apresetitatersmais populados quando estdo sem o
GSH. A AgGSTES foi a enzima que apresentou o maionero declustersquando simulada
com o ligante e sem ele. No entanto, mais da metagielustersforam populados com poucas
estruturas (< 20), inclusive observa-se vatiasterscompostos por uma Unica conformacéo. Na
AgGSTE?2 observou-se também mais clusters quandddigo GSH, porem adustess foram
menos populados que na estrutura simulada senamtéigO mesmo padrdo pode ser observado
na AgGSTE2mut, com a diferenca de que este sistpnesentou oslusterscom maior namero
de estruturas quando simulada com o ligante (>eB&@turas) assim como sem o ligante (> 160
estruturas). Por outro lado, o niumero de transigbg®e osclustersfoi menor na AgGSTEDS,
onde ndo observa-se nenhghastercom mais de 50 transi¢cdes. Admitindo que o sistesta
em equilibrio estes resultados sugerem um numarivagnte de subestados de baixa energia,

conectados por conformacdes transitérias dos clostaos populados. Apesar de apresentar um
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maior nimero delusters a maior parte destes clusters apresenta poumasciies (<10). Na
AgGSTE2 e AgGSTE2mut o numero de transicbes foramimos, sendo que a AgGSTE2
mostrou clusterscom maior numero de transicbes em comparacdo assft@mma, enquanto
AgGSTE2mut obteve maislusters com transicdes. Para os trés sistemas constajaese
numero de transi¢cdes pdustersdiminui quando simulados com a glutationa. Ao me$empo

€ possivel constatar um aumento no numeroluiters embora estejam populados com menos

transicoes, nos sistemas com o GSH.

Figura 33 - NUmero de estruturas (popula¢des) por clustesistamas sem (A) e com (B) GSH.
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Figura 34 — Numero de transi¢des entre os clusters pareogsipas sem (A) e com (B) GSH

A
zm T T T T T
L = AgGSTE2 ]
*  AgGSTEZmut
= = AgGSTES
1501 7

.‘:" :-.'.-i:"r.'-."!'r--'."---.'-r.-|--...|... ! |
200 300 400 500
Clusters




Pagina4

B
200 . I . , i .
| AgGSTE2 |
AgGSTE2mut
[ AgGSTES
150 .
2 [
E 100 ‘F —
::': |
50 i‘ i
Gietd L.
5 r.'d.%. i -
'L‘-:?;_'.. .‘:;:"".‘ I, - N
0 -'"..és L'Eg‘:‘{"‘}raﬂiﬁg'ﬂ'}'ﬁ‘ o s T L ! !
0 100 200 300 400 500
Clusters
Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa
4.4DOCKING

4.5 MOLECULAR

4.4.1 Predicdo do modo de ligacao

As energias de ligagcdo entre as trés proteinascenos diferentes compostos estudados

foram calculadas e estdo disponiveis na tabelaAd onforma¢cdes de menor energia de cada
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complexo foram analisadas visualmente (VMD) e foragdidas as menores distancias entre o

GSH e o ligante (Figuras 39 a 44).

Tabela 10 -Energias de ligagdo (Kcal/mol) para as melhoresocmacdes no ranking de cada

complexo
Ligantes DDT CDNB Carbaril Cipermetrina Malation
Proteinas
AgGSTE2 -5.13 -7.32 -5.85 -8.37 -3.31
AgGSTEZ2mut -9.16  -6.99 -6.09 -8.81 -3.67
AgGSTES -7.68  -7.17 -6.42 -8.64 -3.24

A menor energia foi observada no complexo AQGSTHEZDIT, indicando uma maior
afinidade entre esta enzima e este inseticidastcia observada (Figura 38-B) entre o DDT e
0 GSH (< 4 angstroms) e a posicdo demonstra geecesformero € um candidato potencial a
metabolizar o DDT. A energia de ligacdo deste cemwplfoi a menor entre todas as
comparagoes, inclusive para o CDNB, que é um cotamrganico sintético benzeno-derivado e
é utilizado como modelo padrdo para pesquisas @&Ths de diversas classes (Ministério da
Saude, 2006). Ndockingcom o DDT observou-se energias um pouco maionesAgGSTE2e
AgGSTES5 quando comparadas com os valores da AgQ@8iUt-2porém os valores em ambas
foram negativos. As distancias entre DDT e GSHasesbnférmeros mostram uma proximidade
gue possibilita interagdes, sendo na AQGSTES a ndistancia (2.91 angstroms) observada nos
complexos simulados com o DDT. Em todas as trésnaszobservou-se uma aproximacao entre
o grupo triclorometil do DDT com GSH, evidenciaraloapacidade destas enzimas de se ligarem

a este inseticida.
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Para o carbaril, a enzima com menor energia dedmdoi a AQGSTES, seguida da
AgGSTE2mut e AgGSTEZ2. No entanto foi a AQGSTE2mug qostrou a conformacao com a
menor distancia entre os ligantes. A proximidadealbaril com a glutationa sugere que os trés
sistemas podem formar o GSH-conjugado com est&diuse

Nos complexos simulados com a cipermetrina foraseados 0os menores valores de
energia, exceto na AQGSTE2mut cujo menor escoendmgia foi para a simulacdo com o DDT.
Nas conformactes da AgGSTE2 e AgGSTE2mut as diakde ligacdo entre a cipermetrina e o
GSH foram de 3,39 e 2,74 angstroms respectivamevitienciando um potencial destas enzimas
para metabolizar a cipermetrina. Na AgGSTES, aadsa entre os ligantes foi de 4,81
angstroms, o que indica que apesar da enzima it@dafe de ligacdo com o inseticida a
probabilidade de ocorrer a reacao de conjugacaa@tigna é baixa.

O malation, apesar de ter demonstrado valores imegaho ser complexado com as
enzimas foi 0 composto que mostrou 0s maiores eslde energia para os trés sistemas. Além
disso, em nenhum dos conférmeros foi observadoprmamidade razoavel do GSH (AgGSTE?2
= 8,10 angstroms; AgGSTE2mut = 9,57 angstroms; 3gEb = 5,26 angstroms), o que afasta a

possibilidade de uma destas enzimas ser capaztdbaotiear o malation.
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Figura 35 - Representacao da melhor conformacdo do compleG@GSA&2-CDNB. Residuos
estdo representados em bastdes e esferas. O GSidm@esentado em bastées. Em verde o
CDNB

TPhel0s

Phel20 ——

~— His69

Hizs3

Fonte: llustrac&o produzida pelo autor da pesquisa

Figura 36 - Representacdo da melhor conformagéo do comple@SA§2mut-CDNB.
Residuos estéo representados em bastdes e es)e@SH esta representado em bastdes. Em
verde o CDNB.
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Fonte: llustracdo produzida pelo autor da pesquisa
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Figura 37 - Representacdo da melhor conformacao do compleGEAES-CDNB. Residuos estédo
representados em bastfes e esferas. O GSH ewgempdo em bastdes. Em verde o CDNB.
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Figura 38 - Representacédo da melhor conformacao do comple@EA§2-carbaril. Residuos estédo
representados em bastfes e esferas. O GSH estserpdo em bastdes. Em verde o carbaril.
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Figura 39 - Representacédo da melhor conformacao do compleGSAg2mut-carbaril.
Residuos estdo representados em bastbes e esPe@SH esta representado em bastdes. Em
verde o carbaril.
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Figura 40 - Representacdo da melhor conformacao do complex@Ag§SG-carbaril. Residuos
estao representados em bastfes e esferas. O &Stdmesentado em bastdes. Em verde o
carbaril.
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Figura 41 - Representacdo da melhor conformacao do compleGHA§2-cipermetrina.
Residuos estdo representados em bastbes e esPe@SH esta representado em bastdes. Em
verde a cipermetrina.
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Figura 42 - Representacédo da melhor conformacdo do compleGHSAg2mut-cipermetrina.
Residuos estdo representados em bastbes e esPe@SH esta representado em bastdes. Em
verde a cipermetrina.
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Figura 43 - Representacéo da melhor conformacao do comple@EA§5-cipermetrina. Residuos estao
representados em bastdes e esferas. O GSH astsepdo em bastdes. Em verde a cipermetrina.
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Figura 44 - Representacédo da melhor conformacédo do comple@EA§2-DDT. Residuos estédo
representados em bastfes e esferas. O GSH estgempdo em bastdes. Em verde o DDT.
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Figura 45 - Representacao da melhor conformacéo do compleGSAg2mut-DDT. Residuos
estdo representados em bastdes e esferas. O GSidm@esentado em bastées. Em verde o
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Figura 46 - Representacao da melhor conformacdo do compleG@SA§5-DDT. Residuos
estdo representados em bastbes e esferas. O &Stdmesentado em bastdes. Em verde o
DDT.
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Figura 47 - Representacdo da melhor conformacéo do complg@&S TE2-malation. Residuos
estdo representados em bastdes e esferas. O GSidm@esentado em bastées. Em verde o
malation.
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Fonte: llustracéo produzida pelo autor da pesquisa.

Figura 48 - Representacao da melhor conformag&o do compleGHSAE2mut-malation.
Residuos estdo representados em bastbes e esPe@SH esta representado em bastdes. Em
verde o malation. O GSH

— Leull Phel08
Serl2
e

/Pr014

i A

— Argll2

Hisg41

Fonte: llustracédo produzida pelo autor da pesquisa
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Figura 49 - Representacao da melhor conformacgéo do compleGBSAg5-malation. Residuos
estdo representados em bastdes e esferas. O GSidm@esentado em bastées. Em verde o
malation.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, foi construido um modeloirtreghsional de uma Glutationa s-
transferase da classe epsilon (AQgGSTES5)Anepheles gambiapara realizar os estudos de
dindmica molecular entre duas proteinas destaeglasseste estudo representa a primeira
investigacdo sobre a dindmica molecular em GSTw e=pécie. O modelo desenvolvido foi 0
primeiro modelo tedrico-computacional elaborad@kdado para a classe epsilon das glutationa
s-transferases e encontra-se disponivel em um it@posde acesso publico. Os modelos por
homologia vém se tornando uma ferramenta valiosastedo de proteinas de desintoxicagédo
celular de mosquitos, elucidando alguns mecanistestas enzimas na resisténcia a inseticidas.
Em Anopheles minimusés enzimas da superfamilia P450, com potenaia metabolizacao de
piretréides, foram usadas para construir modelss,qaais foram obtidos pela técnica de
modelagem comparativa com multiplesnplates(LERTKIATMONGKOL et al, 2011) e este
estudo demonstrou diferencas na topologia dosssétivos entre as trés enzimas. Bm.
gambiae duas enzimas relacionadas com a metabolizac&®do a CYP6Z1 e CYP6Z1, foram
modeladas a partir de uma estrutura-molde da enzimsmna CYP3A4 (CHIlt al, 2008). O
templateusado mostrou identidades de 28,1% (quando congpar&YP62Z) e 28,7% (quando
comparada a CYPZ2), menor que a identidade obsersante a AQGSTES e AQGSTEZ2, e os
graficos de Ramachandran obtidos por CHIU e selabamdores mostraram uma maior
guantidade de residuos em regides energeticamemilédas (2,3% e 2,5% respectivamente) que
os observados em nosso modelo. Em ambos os esfiodas) feitas comparacdes entre as
estruturas homoélogas e diferencas na topologiasdos sitios ativos, demonstrando que as
diferencas na area e composi¢do destes sitiostaemul em diferencas na seletividade dos

substratos. Da mesma forma os resultados obtidgwesente estudo sugerem que apesar das
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proteinas homélogas catalisarem as mesmas reag@dstivamente elas divergiram de modo a
metabolizarem compostos diferentes. Esses dadogckm evidéncias para a diversificacao
funcional dos membros de GSTs da classe epsilemetam o seu importante papel na adaptagéo
de An. gambiaeaos diferentes nichos. Apesar da importancia d&3sGna resisténcia a
inseticidas nos mosquitos, muitas destas protedmaka ndo possuem estrutura tridimensional
elucidada. Modelos para GSTs ja foram propostoa pEnica da modelagem por homologia
com sucesso em algumas espécies de insetos, lcpgos| lineolaris Helicoverpa armigera
Manduca sextdHABEEB et al, 2011) e pardrosophila melanogastefLOW et al, 2007).
Este dltimo trabalho propdés um modelo para DmGS{Gltationa s-transferase 1 da classe
delta ) e associou a capacidade desta enzima ¢abotizar o DDT com uma mutacdo G171K
situada em um sitio sob forte selecdo positiva (d8S> 1.0). Resultados similares foram
encontrados neste estudo, uma vez que a estratusafdrma mutante (AgGSTE2mut) foi a que
mostrou melhor conformacéo de ligacdo com o DDia $igere que mutagdes pontuais nos
genes das GSTs podem estar sendo selecionadasipseatar a capacidade de metabolizacéo do
DDT por estas enzimas. Este composto foi utilizatensivamente no controle do mosquito.
gambiae na Africa, e provavelmente foi o agente seletivas dnutacdes na isoforma
AgGSTE2mut. Esta informacdo é de grande relevapaia o controle deste vetor, pois a
deteccdo de haplétipos (alelos) com os polimorfisde AgGSTE2mut indicam que a populacdo
tem individuos resistentes ao DDT. No mosqualex quinquefasciatusprincipal vetor da
filariose e do virus do Nilo Ocidental, um modétosilico também foi elaborado para AChEl
(Acetilcolinesterase 1) utilizando ur#eChE de An. gambiaecom 79,5 % de identidade como
molde (LI et al, 2004). EmAn. gambiaeuma estrutura foi construida para AgAChE e seu
modelo refinado através de simulagdes multipladid@mica molecular (PANG, 2006). EAn.

plumbeus as enzimas ApGSTE2 e ApGSTE2B também foram mddslpor AYRESet al,
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(2011) cujas identidades em relacdotamplatefoi de 77% e 86%, respectivamente. Assim
como nas enzimas aqui estudadas, estes genesiminenga duplicacdo génica, e, portanto
verificam-se valores de similaridade bem evidestdse as sequéncias primarias destas enzimas.
Entretanto, naquele trabalho, os modelos ndo foralidados. A validacdo e otimizacdo dos
modelos sdo etapas indispensaveis a modelagem utzole®ara saber se os modelos tém
gualidade estrutural e sdo termodinamicamente &ista® necessario acessar a geometria da
proteina e as conformacdes de seus residuos esat@omo a similaridade entre as estruturas-
alvo e otemplateforam muito altas (>70%), é provavel que a esteutibtida para os modelos
tedricos se aproxime mais da estrutura t@éogplatesdo que da estrutura real das enzimas-alvo.
Neste ambito técnicas de otimizacdo de estrutw@sp a minimizacdo de energia (EM) e a
dindmica molecular (DM) sao extremamente providEacipara a obtencdo dos melhores
conférmeros.

A presenca de diversidade nas conformacdes estisitute proteinas modula a
divergéncia de sequéncias das mesmas (JURIBL, 2012) e, portanto deve ser investigada. A
elucidacdo das estruturas de enzimas de desint@iceem particular aquelas que estao
diretamente envolvidas na metabolizacdo de indaSci quimicos, representa novas
oportunidades para a investigacdo de possiveisdangs da atividade destas enzimas e
consequentemente novas forma de controle de insetoses. A AgGSTE2, cuja estrutura
cristalografica foi elucidada (WANGet al, 2008) é uma forte candidata a alvo para
desenvolvimento de inibidores quimicos, sintétioasnaturais, assim como outras GSTS, pois
estas sdo alvos em potencial para o uso de RNAgatéeréncia para controle de populacdes de
An. gambiagesistentes ao DDT. Do mesmo modo, sua homolo@gaSAgS5 mostra-se um alvo
em potencial para o desenvolvimento racional daidores, uma vez que no presente trabalho

esta enzima teve sua estrutura elucidada e ha mpocaberto a investigacdo sobre a interacao
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com compostos quimicos inseticidas. A caracterzagdcomparacao estrutural de enzimas
detoxificadoras podem trazémsights importantes para a compreensdo dos papéis que esta
proteinas desempenham ao metabolizar diversos atospdiferencas nos sitios de ligacdo
entre proteinas homoélogas podem ser o primeircopaes a compreensdo dos mecanismos de
resisténcia a inseticidas quimicos nos mosquitos.

Estudos de genética populacional também tem seradosextremamente Uteis para a
compreensdo dos processos evolutivos recentesspasies de mosquitos, como expansao e
introducéo recente de populacdes naturais (MatiAlL 2009) de mosquitos vetores, assim como
detectar mutacdes e selecbes em genes associadistancia a inseticidas (RAYMON& al,
2001). Os genes da AgGSTE2 e AgQGSTE5 em nossassemapresentaram valores de
diversidade muito proximos (Hd=0,9713 patgyGSTE2e HdA=0,9861 paraAgGSTEY e
elevados, revelando que estes genes possuem wagegética suficiente para detectar recentes
eventos de evolucdo. A modulacao da promiscuidaggdnal das enzimas vem sendo associada
a ocorréncia de mutacdes neutras, resultando esgasebalanceadora (BLOOBt al, 2007,
TOKURIKI; TAWFIK, 2009). A capacidade de uma enzimsgpidamente adotar novas funcoes
em um mesmdold, ou adotar unfiold completamente diferente € denominada evolutilkd#
evolutibilidade pode ser o ponto inicial para steeder a divergéncia funcional entre enzimas de
uma mesma familia (TOKURIKI e TAWFIK, 2009). Nosstes de neutralidade foi observado
gue na AgGSTE2 todas as regibes da proteina estiéore selecao purificadora (TAJIMA,
1989), ou seja, a selecado desfavorece as mutagdesndnimas (que alteram a cadeia peptidica),
indicando que os polimorfismos presentes no gemecgdifica esta enzima ndo favorecem a
diversidade fenotipica. O gemggGSTESapresentou alguns sitios sob selecdo positivae nest
trabalho, no qual diferentes populacbes Ale gambiaeforam investigadas. Estes dados

corroboram os resultados encontrados por (AYR&Sal 2011), que observaram sitios no
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mesmo gene sob efeito de selecdo positiva entezedies espécies denopheles Este fato
sugere gue tanto nas populacdes como entre asiesspéste gene confere alguma vantagem
adaptativa e deve ter influenciado no processosgectacdo do géneAmnophelesconferindo a
capacidade das diferentes espécies colonizarenosiieboldgicos distintos, viabilizando a
metabolizacdo dos compostos toxicos presentes legcarabientes pelos mosquitos.

Os volumes do sitio catalitico variaram entre &s @#nzimas. O sitio da AgGSTE2mut
tem um volume acima de 18% maior que sua isofoeheagem, a AQGSTE2. Outro fato a ser
observado é que as mutacdes na AgGSTE2mut forgmonsdveis pelo aumento do sitio de
ligacdo. A AgGSTESapresentou o maior sitio catalitico, com um volwswena de 21% em
relacdo a AgGSTE2mu acima de 44% comparada a AQGSTE2. O aumentolomegalo sitio
ativo é observado em enzimas promiscuas, pois fgetmmia melhor acomodacéo dos substratos
(EKROOS e SJOGREN, 2006). Outro fato a ser obser¢ague as muta¢cdes na AgGSTE2mut
sdo responsaveis pelo aumento do sitio de ligacao.

Os resultados da dindmica molecular mostraramettifas nas enzimas entre si e quando
ligadas ao GSH. Ao analisar os valores do RMSDrehsse que sem o ligante a AQGSTES € a
enzima que mais diverge da estrutura inicial, esgrta um perfil com trés platés que sugerem a
presenca de subestados conformacionais distintostu@o, a distribuicdo do RMSD neste
sistema mostra um perfil com duas curvas em estadoansicdo entre estas. Isto indica que o
segundo platd e o terceiro comp&em um Unico subestanformacional. As duas isoformas da
AgGSTE2(selvagem e mutante) mostram valores de RMSD npudwimos quando estdo sem a
glutationa, com apenas um platd sugerindo um (subt@stado conformacional. No entanto, os
valores de RMSD para estas enzimas apresentardm gerdistribuicdo diferentes, onde se
observa uma curva quase harmodnica na AgGS&ERa AgGSTE2mut vé-se uma curva

assimétrica negativa (a esquerda), ou seja, mosteatendéncia maior nesta enzima de divergir
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da estrutura original do que sua isoforma. Nosrealale RMSD com o ligante a AQGSTES
apresenta uma curva crescente, na ordem de 0.0 mréfico de distribuicdo mostra uma curva
simétrica indicando a existéncia de um subestadfoooacional, mostrando que ao ligar-se a
glutationa esta enzima apresenta uma maior hommgeleeestrutural, o que sugere que o ligante
GSH é importante para a estabilidade desta protNim®gGSTE?2 ligada ao GSH os valores de
RMSD néo tiveram modificagcdes significativas e suava de distribuicdo é quase harmonica,
demonstrando ndo haver mudancas significativasuaaestrutura esteja ela ligada ou ndo ao
tripeptideo, indicando que mesmo ligada ao GSH e&stama ndo diverge demasiadamente de
seu estado nativo. Esta enzima, portanto, foi a deamonstrou maior homogeneidade
conformacional neste estudo. A isoforma mutanteG3§E2mut, quando ligada ao GSH
apresenta valores mais altos de RMSD, com doi®9la& curva. No grafico de distribuicao
observam-se nitidamente duas curvas gaussianasamudi a existéncia de dois subestados
conformacionais. Neste contexto pode-se afirmaragumutacées na AgGSTE2nmapercutem
substancialmente na dindmica desta enzima, prinogrde no modo como ela interage com o
ligante. A glutationa parece também exercer unelpagportante na conformacao da AQGSTES.
Mudancas conformacionais sdo caracteristicas siglesenzimas que apresentam promiscuidade
funcional, sem, contudo perder a estabilidade ®sali ou perder a sua funcdo inicial
(TOKURIKI e TAWFIK, 2009). As mudancas de conforrdacobservadas na AgGSTES e
AgGSTE2mut sdo provavelmente resultado da evolidsioie destas enzimas, e podem estar
atreladas as mutacdes pontuais, no caso da AgGSME2ra selecdo positiva que atuou na
evolucao divergente da AQGSTES.

As regides de maior flutuacdo sdo mostradas ndisgsale RMSF. Observou-se que nos
sistemas simulados as regifes de maior flutuagiic@@ruentes, tanto quando analisadas com

ou sem o ligante. No entanto, nas enzimas sem o @fSErvou-se uma elevada flutuacdo nas
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regides de inicio e fim de cadeia, o que signifigca boa parte das flutuacdes pode ser atribuida a
uma acomodacao entre as duas subunidades. O RM®Rzlenas com o ligante mostrou valores
menores nas regides extremas das cadeias, poréimaraoss um aumento na flutuacdo das
demais regides das enzimas. Vale salientar queESAE2mut apresentou 0os maiores valores de
RMSF, sendo que uma das regides de maior flutugedtduos 110-140) é onde situam-se as
duas mutacdes (residuos 114 e 120).

O aumento da evolutibilidade nas proteinasAm gambiaepode estar associado a
desordem global ou local e a diminuicdo da comgactaa proteina (FERRADA e WAGNER,
2008). O raio de giro € uma medida que d4a uma E@rocessos de compactacéo e expanséao de
macromoléculas (LOBANO\t al, 2008). O raio de giro calculado para as enziseas o GSH
foi maior na AQGSTEDS, sendo esta enzima menos cot@pgpie as outras duas. A curva oscila
até os 40 ns e isto mostra que esta enzima pasgaquessos de compactacdo e expansao até
atingir um volume constante. A AgGSTE2 e AgGSTE2métn curvas ligeiramente
decrescentes, demonstrando que estas enzimas aomsumh compactacdo, sendo a isoforma
mutante um pouco mais compacta. Nos sistemas cGi@Hb observou-se que a AQGSTEve
um pequeno aumento no seu volume e que os valoresid de giro oscilaram menos. Na
AgGSTE2 os valores de raio de giro também forareirignente maiores, apesar da curva
continuar decrescente. A maior mudanca foi observ@dAgGSTE2mut, que apresentou valores
maiores e uma curva crescente a partir dos 15egaado a atingir os maiores valores de raio de
giro. No final, a curva tende a convergir com oenes da AQGSTES. De modo geral, a presenca
da glutationa implica em um aumento no diametro pladeinas e, portanto uma perda da
compactacdo. Porém o perfil da curva da AQGSTEZugére que grande parte desta expansao

estrutural esteja relacionada as mutagcdes encastragbta isoforma.
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A superficie de acessibilidade ao solvente (SASA}éea superficial da proteina que fica
exposta ao solvente e seu aumento tem sido redmtaonom um aumento da taxa evolutiva
(FRANZOSA e XIA, 2008; RAMSEYet al, 2011). Em proteinas dEscherichia colie
Salmonella entericdoi constatado um decréscimo da selecéo purifica@on resposta a um
acréscimo da SASA (BUSTAMANTEt al, 2000). Contudo, os resultados da SASA para as
enzimas estudadas ndo corroboram com estes trab&lae enzimas sem o ligante observou-se
um decréscimo da SASA ao longo da simulagéo, sead@lores da AQGSTES5, que tem sitios
de selecdo positiva, 0s menores aqui obtidos, @guebora com a suposta correlacdo existente
entre taxa evolutiva e SASA. O decréscimo do SABresentado nas simulacdo da AQGSTES
provavelmente estd associado a um periodo de lm@g#io devido a estrutura se tratar de um
modelo comparativo. Os valores da AQGSTE2 e Ag@aTlE foram muito proximos, e o pefrfil
de suas curvas foram quase idénticos. Quando siasitzom a glutationa as trés enzimas exibem
valores de SASA um pouco maiores, apesar de tamb@sirarem um decréscimo ao longo da
simulagéo. Outro fato observado é que sem o GSHiloses da AQGSTES sdo sempre menores
gue as demais, enquanto que quando ligadas ao €SBlares das trés enzimas convergem ao
fim da simulag&o. Os resultados comprovam que dagdes da AQGSTE2mut ndo interferem
significativamente na SASA.

Proteinas robustas, isto é, que apresentam robusterle a apresentar maior
evolutibilidade (RORIK; WAGNER, 2011). A robustee ¢@roteinas pode ser definida como a
tendéncia de um sistema manter a sua funcionalidatleperturbacdo. Esta caracteristica é
particularmente interessante quando a proteinasestgerturbacdo mutacional, pois sdo mais
relevantes para a evolutibilidade, e causa respostdecao positiva (WAGNER; ALTENBERG,
1996; PIGLIUCCI, 2008; WAGNER, 2008). O teor darestra secundaria € alterado quando h&a

desordem estrutural. Alterac6es na estrutura séciand desordem estrutural sdo linearmente
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proporcionais a mudancas nas sequéncias (SCHAEFEBR 2010). Nos resultados da estrutura

secundaria observa-se que ndo ha mudancas sigteficaos sistemas simulados, e isto é uma
evidéncia de que estas enzimas sdo dotadas de agpavel robustez, especialmente a

AgGSTE2mut e a AQGSTES.

A analise da dindmica essencial mostrou que asipais moc¢des nas proteinas diferem
entre si. No primeiro autovetor € notoria a difggede mocgdes de larga amplitude nas proteinas.
Uma das maiores diferencas € observada na AgGSTEZume quando ligada ao GSH tém o
maior autovalor. Nesta enzima, as movimentacoegatele amplitude parecem estar associadas
em grande parte as muta¢Oes, assim como pareceumasecontribuicdo significativa do ligante
para estes movimentos. O aumento da amplitude em da GSH € observado também na
AgGSTE2, porém com autovalores bem menores. A Ag5SEve 0 maior autovalor sem o
GSH, e teve seu primeiro autovetor diminuido comresenca do ligante. Estes resultados
sugerem que a AgGSTE2 e AgGSTE2mut tenham sidotadtgp para realizar a reacdo de
conjugacdo com mais eficiéncia que a AQGSTEDS, quespa vez € mais propensa a mutacdes
ndo-sinbnimas. As regifes que contribuem para esteyimentos também diferiram, inclusive
entre as isoformas da AgGSTE2. Isto sugere queutacies da AgGSTE2 produzem fortes
interacdes alostéricas com as demais regides daanz

Pela andlise dadustersfoi possivel constatar que a AQGSTE2mut apreseamntoa maior
heterogeneidade conformacional, uma vez que mostustiersmais populados que as outras
enzimas. A AgGSTES5, apesar de ter mostrado um nraiatero declustersem relacdo as
demais, muitos destes estdo representados porgestraturas, e alguns compostos por uma
Gnica conformacdo, que provavelmente representatess de transicdo entre os subestados

conformacionais.
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Os resultados ddockingmostraram que as trés enzimas tém afinidade compastos de
natureza diferente. De fato, isto representa umedéepeia in silico de que estas enzimas
apresentam uma notavel promiscuidade funcionalltesge de uma multi-especificidade ao
substrato. Apesar da AgGSTE2mut ter apresentadmersores valores para cinco dos sete
compostos submetidos ao calculo decking os valores ndo diferiram muito. Quando
comparadas as duas isoformas observou-se quegardos sete compostos testados a enzima
mutante teve energias ligeiramente mais favoragyeés a forma selvagem. A explicacdo mais
plausivel para este resultado estd no fato da A§3ABilt ter um sitio catalitico de maior
volume, resultante das mutacdes nesta enzima, queavelmente permitem uma melhor
acomodacao dos compostos.

A evolutibilidadeapresentada por estas enzimas, principalmente &A§A@nut, pode
representar um importante aspecto na capacidadendgambiaeter populacdes resistentes a
inseticidas quimicos. Este € um conceito recen@KKURI; TAWFIK, 2009) e deve ser
levado em consideragdo nos estudos futuros dagmlmolecular de superfamilia de enzimas.
O uso de inseticidas quimico nesta espécie preeisaepensado e reavaliado como modo de
controle. Uma perspectiva futura pode estar nonpak de desenvolvimento de inibidores
especificos para estas enzimas, na tentativa deudina resposta aos inseticidas utilizados,
especialmente ao DDT. Outro aspecto que evidengatencial das GSTs da classe épsilon
como alvos para inibicdo € o fato desta classendenas ser especifica de artrépodes, o que
possibilita o futuro desenvolvimento de compostubidores que ndo afetem outras espécies,
como mamiferos por exemplo. .Entender os mecanismesolucdo e adaptacao destas enzimas,
e detalhes de sua dindmica e funcionamento € ewkgpel quando se planeja um controle

racional e integrado de uma espécie vetora. Ouisaiyel aplicacdo € utilizar estas enzimas
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como indicadores de populacdes resistentes easfmf diversos inseticidas, e assim escolher o

melhor tipo de composto a ser utilizado para cagalacao.
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6 CONCLUSOES

-Os gene®AgGSTEZ2 AgGSTeestao evoluindo sob diferentes pressdes seletivas.

- O modelo tridimensional da AQGSTED5 é valido.

- As enzimas diferem em sua dinamica.

-Mutacoes na AgGSTE?2 resultam em alteracdo da isdanita. Estas mudancas geram
efeito direto no modo como esta enzima se liga@®.D

-As enzimas apresentam multiespecificidade aostraibs, sendo portanto enzimas
promiscuas.

-As trés enzimas apresentam potencial de ligagésedicidas quimicos e provavelmente

estao envolvidas em mecanismos de resisténclanngambiae
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APENDICE A - Diagrama de Ramachandran para todos os tipos ftiossda AgGSTE2. Os
nameros de residuos estdo entre paréntesis. Ageilesonformacdes desfavoraveis (score <-

3,00) estao rotulados.
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APENDICE A — Continuacio
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APENDICE B - Diagrama de Ramanchandran para todos os tipositiios da AgGSTE2mut.

Os numeros de residuos estao entre paréntesisleAaqra conformacdes desfavoraveis (score <-
3,00) estao rotulados.
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Tle (28)

APENDICE B - Continuag&o
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APENDICE C - Diagrama de Ramachandran para todos os tipos ftiossda AgGSTES. Os
nameros de residuos estdo entre paréntesis. Ageilesonformacdes desfavoraveis (score <-
3,00) estao rotulados.
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APENDICE C — Continuacao
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APENDICE D - Conformacées dos angulos Chil-Chi2 para os residiao AgGSTE2. Os

nameros de residuos estdo entre paréntesis. Ageilesonformacdes desfavoraveis (score <-
3,00) estao rotulados.
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APENDICE E - Conformacdes dos angulos Chil-Chi2 para os residacAgGSTE2mut. Os

nameros de residuos estdo entre paréntesis. Ageilesonformacdes desfavoraveis (score <-
3,00) estao rotulados.
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APENDICE F - Conformacdes dos angulos Chil-Chi2 para os residiao AQGSTES5. Os

numeros de residuos estdo entre paréntesis. Ageilesonformacdes desfavoraveis (score <-
3,00) estao rotulados.
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APENDICE G - Parametros das cadeias principais dos residudg@8TE2.
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APENDICE H - Parametros das cadeias laterais dos residuos@S L.
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APENDICE | - Parametros das cadeias principais dos residudg@sTES5.
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3 &
g r_: l.ﬂ-
E 1.5
3 i
.,5_ 2.0
10 13 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
Resohrtion (Angstroms) Resolunon (Angstroms)
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APENDICE J - Parametros das cadeias laterais dos residuos@aPEp.

Stamdard devintion { degnees)

Standoard devintion (degrees)

Standord devistion {degrees)

2. Chi-1 gauche minus

10 15 20 25 30 35 40
Fesohition (Angitroms)

c. Chi-1 gauche phas

10 15 20 25 30 35 40
Feschition (Angstroms)

SC.IE' Standard dewiation of Chi-2 trans angle

10 15 Zo 25 30 35 40
Resohition { Angs roms)

Stundard devintion {degnees)

Stundurd devintion {degreesy

0 15 20 15 30 35 40

Fesohition (Anzstroms)
d. Chi-1 pooled standard deviatton

50

401

304

204

10

1

e 15 20 25 30 35 40

Fesohitton (Angstroms)
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APENDICE K — Tabela - Dados detalhados dos potenciais de energi cada residuo da
AgGSTE2 e AgGSTESAA: Numero e tipo de residudocal: Potencial geométrico local,
Burial : Potencial de borda; Contact: Potencial de corgatee pares de residuos.

A R Al LS R LA e WA N e RA A

AgGSTEz 53. T 0.3000 -0.0200 -0.1700 0.1100
54, I 0.0200 0.0300 -0.1350 -0.0150
S _ 4 e S i 55, P -0.7100 0.4200 -0.1100 -0.4000
e L8 LA S 6. ¥ -0.5800 -0.4700 -0.2900 ~1.3400
1. S 0.0000 -0.3600 -0.0750 -0.4350 ::' ; g'::gg _g‘jggg _g'gggg 'i'g:gg
2. N 0.3400 -0:3700 -0.0900 -0.1200 ki > : '
S Glasaa . e R 0.0050 53, D -0.6100 0.0200 0.1950 -0.3950
:' E :g'ijgg _g'i;gg _g'zzgg 'i'z;gg 60. W -0.6300 -0.3700 -0.1400 -1.1400
3 : : ‘ T 6l. G -0.5600 -0.2100 0.0200 -0.7500
. ¥ 1.3000 -0.2700 -0.3150 0.7150
€2, T -0.5600 -0.0200 -0.0800 -0.6600
7. T -D.7800 D.2400 0.1850 -0.3550
63, I -0.6600 0.0300 0.0750 -0.5550
B. L -0.2300 -0.0100 -0.0800 -0.3200
= 64. I -0.6000 -0.4500 -0.3400 -1.3900
3. H 0.8400 -0.0300 -0.2050 0.6050 S ALBOGh SELnaRE  ~neaene 0.0800
10. L 0.3600 -0.0100  0.0250 0.3750 :g‘ g :E‘;zgg E'gzgg _g‘gigg g'::gg
I1. ‘8 0.1500 0.0BOO 0.1600 0.3900 X : b 3 H
8. H -0.3700 0.0000 ©.0250 -0.3450
12, P 0.4700 0.4200 -0.1350 0.6950
63. A 0.6300 -0.2400 0.0600 0.4500
13. P -0.0700 0.4200 -D.0750 0.2750
14, C 0.0400 -0.2500 0.1800 -0.0300
i o Eann Hixagn —piiann 0.1800 70. I -0.5400 -0.4500 -0.1550 -1.1450
. i : " : 71. M -0.7200 -0.5000 -0.2900 -1.5100
16. A -0.8400 -0.2400 0.1300 -0.9500
T2, I -0.2300 -0.4500 -0.2150 -0.8950
17. W -1.0200 -0.4700 -0.3800 -1.8700
73. ¥ -0.3200 -0.2700 -0.2400 -0.8300
ig. E -0.2800 0.6900 -0.1000 0.3100
74. L -0.0200 -0.4600 -0.4350 -0.9150
19. L -0.4300 -0.4600 -0.3300 -1.2200 B S RAhE hiaein -disin 0.0200
T -
20. T -0.5400  D.2400 0.5700 0.2700 :g‘ i g‘iigg _g'gigg _g‘éégg g'gﬁgg
21. A -0.0600 0.1300 -0.1900 -0.1200 X 2 % 2 =
8. Y -0.5000 0.5700 -0.1200 -0.0500
23. ¥ 0.2700 -0.2100 -0.0550 0.0050
73. @ -0.4200 0.0200 0.1600 -0.2400
3. A 0.3600 0.1300 -D.0850 0.4050
u = = = 3
:4‘ é _g‘iggg _E‘gigg -EAEZEE g':::: 80. ¥ -0.5300 -0.1500 0. 0600 -0.6200
26. L -0.2400 -0.0100 -0.3450 -0.5950 gi‘ g :E‘:;gg _E'gggg :g‘aggg ';'éggg
27. E -0.1500 -0.3200 -0.1050 -0.5750 = b : ; S
83. 8 -0.4000 -0.3600 -0.2500 -1.0100
Z8. L 0.2400 -0.0100 -0.3100 -0.0800
g4, L 0.2700 -0.0100 -0.0050 0.2550
e 1
=2 E 0.3800 WAt e BB1E0 85, Y -0.2700 -0.2700 0.1950 -0.3450
86. P -0.3900 0.1500 -0.1200 -0.3200
g Uedam9: —Redhigl oAby 02750 87. K -0.5300 -0.1500 -0.3150 1.0550
31. K -0.2700 -0.2100 -0.0850 -0.5650 3 z ; X =
e _arates —aiianh g _0.4300 g8. T -0.2800 -0.45%00 -0.0800 -0.8500
e Hoednt _p.dtRe h nkne -1.0700 g3. D -0.2500 0.1500 -0.1350 -0.1950
g:' f _g'iigg _g'gigg :g‘i;gg 'g';::g 90, ¥ 0.2400 0.6900 0,3450 1.2750
%= - : 3 i 91, K 0.7800 -0.2100 -0.1750 0.3950
i6. L 0.1700 1.0500 0.1550 1.3750
92, @ -1.2500 -0.0700 -0.1400 -1.4600
7. T -0.2100 -0.1800 -0.1600 -0.5500
R G DR b BE6h g _0.4150 93, A -1.0500 -0.2400 0.1600 -1.1300
= ' i : = 94, R -0.6600 -0.2100 0.1050 -0.7650
s 0 - -
s b.5z00 o.pzoo S H5390 95, V -0.2600 -0.4700 0.0050 -0.7250
40. H -0.3500 0.0000 0.0800 -0.2700 ;i‘ g E‘gggg E';igg _g‘gigg g'gsgg
41. L 0.1500 1.0500 0.0450 1.2450 3 & : el 4
98. A -0.8000 -0.2400 -0.0800 -1.1200
42. K 0.1960 -0.2100 -0.4600 -0.4800
e _REHE hoaten g 08800 93, L -1.0400 -0.4600 0.1750 -1.3250
4 - 4 - - =
;:' ﬁ g';igg _g‘:ﬁgg g‘g;gg é'i::g 100. H -0.5400 0.0000 -0,1300 -0.7300
N A . : i 101, F -0.3700 0.0100 -0.0500 -0.4100
46. W 0.6700 0.1100 0.0250 0.8050
102. E -0.1200 0.6500 0.1450 0.7150
27. K 1.0800 -0.1500 -0.4300 0.5000
103, 8 -0.4200 0.3400 -0.0600 -0.1400
4. L 0.3200 -0.0100 -0.2050 0.1050
& 104, @ -0.5100 0.2100 0.1750 -0.1250
2. W OREEREG S SeSET S e 105, ¥V 0.4000 0.1100  ©.0200 0.5300
ek Jomatn o o
51. 9 -0.2800 -0.0700 -D.1700 -0.5200 * ‘ : 5 3
108. A -1.0000 -0.2400 0.1200 -1.1200
= - O - -
£2. H S f.o200 i A:1050 109. R -1.1800 0.3400 0.4200 -0.4200
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182. P -0.3100 -0.4500 -0.1500 -0.3500
11, ™ ~LLL2UU -ULS000 -0 2Y50 =1.9150 1HL. ® —UL2eUU -ULH100 0 -ULLTsU -0.5250
111. R -3.2800 -0.2100 0.0200 -0.4700 182. I -0.2300 -0.4500 -0.2750 -0.355D
112. F -0.2500 0.0100 -0.0450 -0.2850 183. ¥ -0.1300 -0.0700 -0.2500 -0.4500
113. I -0.3200 -0.4500 -0.4000 -1.1700 laz. A -0.4500 0.1300 0.3250 0.0050
114. F 2.45%00 0.0100 -0.3450 0.1550 185. W -0.7300 -0.3400 -0.2550 -1.365D
115. E -0.2000 -0.1100 0.1000 -0.2100 las. I -1.1200 0.0300 -0.1200 -1.2100
11c. B -1L.0400 -0.2100 0.0800 -1.1700 ie7. D -0.5700 0.0200 -0.21E0 -0_7&65D
117. I J7.6300 -0.4500 0.2300 0.4100 l83. ®» -0.9700 -0.2100 -0.2950 -1.475)
11B. L 7.5000 -0.0100 -0.1&50 U.3250 183. L -0.8300 -0.4600 -0.0450 =1.3350
11%. F 2.5500 0.7300 0.0250 1.3050

190. X 0.2300 -0.2100 -0.2300 -0.2100
1z0. F -0.2200 0.7300 0.0650 0.5750 131. ¢ 0.1200 -0.2800 -0.1400 -0.3000
121. 5 -3.3800 0.0200 0.0B50 -0.2750 192. L 0.0400 ~-0.0100 -0.1700 -0.1400
122. K =2.1700 -0.2100 0.0C00 -0.3800 193. P 0.1000 ~-0.4500 -0.1550 -0.545D
1za. & -0.5100 0.0200 -0.1000 0.5200 191, ¥ -0.2600 -0.0700 0.0000 0.43200
124. D J.3400 -0.4%00 -0.3500 -0.5000 195. ¥ 0.4100 -0.2700 -0.2000 -0.0602
125. I -23.2600 0.0300 -0.3150 -0.5450 195. = -0.0700 -0.3200 -0.1000 -0.4900
126. B -n. 2000 n.1900 n.1snn 0.1400 197. = -0.1700  -0.3200 n. nann -0._4000
127. E -0.6800 -0.3200 0.1100 -0.8300 193. A -0.1400 -0.Z2400 0.0300 -0.3500
1z8. D -0.3900 0.0200 0.1350 -0.2350 133. N -0.5800 0.5200 0.0700 0.0100
123. R -0.2700 0.3£00 0.1000 0.1700

200. & -0.5000 0.0200 -0.2000 -0.5800
130. V J.09%00 0.1100 0.0950 0.1050 ZolL. @ 0.2100 0.0200 0.1500 -0.3400
131. E -0.5%00 -0.1100 -0.3600 -1.0600 Z02. @ 1.2500 0.0200 -0.1350 1.1350
132. ¥ -3.8400 -0.0T00 0.0200 -0.8900 203. G 0.3200 0.2100 -0.4000 0.7300
1331 W -n.1nn -0 4700 -0 1900 -0_7900 204, T n.o3&O0 -0 TAOD -0 23RN0 -0_088]
13a. 2 -3.5300 -0.0T00 0.0300 -0.5700 205. D -0.0100 0.0200 -0.1650 -0.155D
L3z, K —UL3BUU -ULELIUU -U.ay5U -1.0850 ZUB. L U.HIUU  -U.4600 u.uBUU 0.4400
136. &5 -0.0800 0.3£00 0.5600 0.8200 207. @ 0.1100 0.2100 0.2700 0.5900
137. ¥ 2.2500 -0.2700 -0.0700 -0.0900 203. X 0.0000 -0.2100 -0.0550 -0.305D
138. B -0.2000 -0.1100 -0.4300 -0.7400 za3i. ¥ -0.6100 0.0100 0.0Z50 -0.5750
139. L -1.0500 -0.4600 0.3500 -1.1200

Z10. 7 0.2700° -0.4700 -0.1050 -0.3050
140. L -3.9800 -0_4£00 -0.2050 -1_5450 211 L -0_9400 -0.0100 0.2750 -0_8780
141. E 3.0000 0.6%00 -0.0050 0.6850 212. A -1.0100 0.1300 0.1600 -0.7200
142. D -2.0200 0.0200 0.2650 0.2650 213. X -0.2000 0.6300 -0.0550 0.3750
143. T 1.1600 -0.0200 0.1300 0.2700 212, X -0.3100 0.6300 0.0150 0.3350
144. L J.8BBO0 -0.4600 0.0650 0.4850 215. = -0.3800 -0.3200 -0.0B50 -0.785D
145. W 1.1500 0.6300 0.1050 0.5450 216. = -0.6000 -0.1100 -0.7800 -1.4500
l46. D -3.2800 0.0200 0.2150 -0.0450 217. N 0.4500 0.0100 -0.2750 0.225)
147. D -1.3500 0.0200 -0.1450 -0.5150 213. A -0.3700 0.1300 0.0350 -0.2052
148 F 1.2800 -0_4000 0.2E00 0.1300 213, ¥ 1.2500 -0.1500 -0.4800 0_6200
149. ¥ 1.65%00 -0.4700 0.0550 0.3150

220. A 0.4100 0.1200 -D.0250 0.5050
150, A -1.0500 -0.2400 0.0E50 -0.2050 Z221. M 0.5100° ©.8C00  0.0900 1.4000
i51. = -1.3600 0.0200 0.0€00 -0.2800 222, 3 0.1600 -0.3600 0.0200 -0.1800
152. P -1.2000 -0.4300 0.0150 -0.6750 Z23. W -0.1500 -0.3700 -0.0%00 -0.5100
153. T -3.0700 -0.1800 -0.1350 -0.3750 22%2. L -0.0300 -0.4600 0.0300 -0.4600
154, M 1.3300 0.1.00 0.0250 0.4650 223. 7 -0.5300 0.1100 0.3850 -0.0352
1EE. T 1.4500 0.23400 0.1C50 0.8350 2a5. L 0.4%00 -0.4600 -0.36C0 0.338D
156. I J.55%00 -0.4500 -0.4C50 -0.2650 227. ¥ 1.3000 ~-0.2700 -0.3150 0.7152
157. A 1.1000 -0.2400 -0.0300 -0.1700 223. T -0.7800 0.2400 0.1850 -0.3552
158. D =-1.4300 0.7800 1.0150 1.3050 223. L -0.2300 -0.0100 -0.0150 -0.255D
153. F 1.0000 -0.4000 -0.3400 -0.7400

233, H 0.8200 0.0500 -0.1500 0.7000
i60. B J.0800 0.3400 0.1300 0.5500 231. L 0.3600 -0.0100 -D.0700 0.2800
16l. C -1.7000 -0.2500 0.3250 -0.6250 232, 8 0.1500 0.0800 0.1600 0.3900
iG2. I 1.0300 0.4500 0.1200 -0.3600 233. 2 0.4700 0.4200 0.1150 0.7750
163. B -1.4400 0.3400 -0.2450 -0.3450 232, 2 -0.0700° ©.4200 -0.0750 0.2750
i64. T -1.4400 0.2400 0.0EQD -0.1200 235. © 0.0400 -0.2500 0.1BOO -0.2300
TRE. T 1 ATON -0 4500 -0 5500 -0.1700 AR, ® n.nanmn N 34ann -0 1enn 014900
166. 3 1.2800 0.3400 -0.2100 0.4100 237. A -0.8200 -0.2400 0.1000 ~-0.5800
Ie¥. 4 d.41u0 U. 420U U UESD 0.5850 244, @ -l.U20U  -U.400 -0, d8UU -1.8700
168. I =3.1300° -0.4500 -0.4C550 -1.0350 233. 2 =0.2800 £.6500 -0.28B00 0.1300
169. M J.0700 0.1.00 -0.2250 -0.0450

Z4d. L 0.4300 0.4G00 0.3000 -1.1900
170. 3 -2.4100 0.0200 -0.0150 -0.4050 241. T -0.5400 0.2400 0.5700 0.2700
171. vV J.3100 0.12.00 -0.4500 -0.0700 242, A -0.0600 0.1300 -0.1BS0 -0.115D
172. V L.a000 0.1.00 -0.5EE0 0.9150 243, X 0.2700 -0.2100 -0.2650 -0_205D
173. P -1.5700 -0.4300 -0.1100 -1.1700 241, A 0.3600 0.1300 -0.0B00 0.4100
174. L J.1200 -0.0.00 -0.4350 =U.3450 245. L -0.2000 -0.0100 -0.2450 -0.4550
175. E 1.9800 -0.1.00 -0.5100 0.3600 245, @ -0.1%00 -0.Z2100 0.0050 -0.395)
178. 2 -3.2300 -0.2800 0.0250 -0.4850 247. L -0.2400 -0.0100 -0.3050 -0.555D
177. 5 -2.3500 -0.3600 -0.1300 -0.8400 Za3. = -0.1500 -0.3200 -0.0450 -0.515D
178. K -2.5400 -0.1500 -0.5E50 -1.2450 243. L 0.2400 -0.0100 -0.2700 -0.0400
178. H =1.5300 0.0000 0.0350 -0.45950

250, = 0.9000 -0.1100 0.0350 0.3050
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251. 0 0.3500 -0.0700 -0D.0050 0.2750 322. F -0.3700 G.0100 -0.0400 -0.4000
252, K -0, 2700 -0.2100 -0.0B50 -0.5650 323. B -0.1200 0.65%00 0.1250 0.6950
253, T -0.3100 -0.1800 0D.0600 -0.4300 324, § -0.4200 0.3400 -0.0B50 -0.1650
254. T -0.5400 -0.4500: -0.0800 -1.0700 3235. G -0.5100 G.2100 0.1700 -0.1300
255, W -0.5600 0.0100 -0.1450 -0.65850 326. V¥ 0.4000 G.1100 0.0350 0.5450
256, L 0.1400 -0.0100 -0.4000 -0.2700 327. L 0.8500 -0.4600 0.0450 0.5350
257, L 0.1700 1.0500 -0.1450 1.0750 328, F 0.4300 0.0100 0.:25%50 0.7350
258. T -0.2100 -0.1800 -0.1600 -0.5500 329. A -1.0000 -0.2400 0.1250 -1.1150
2593, G -0.6100 0.0200 D.1750 -0.4150

320, R =1.1800 0.3400 0.4450 -0.3850
260. D -0.5200 0.0200 -0.31450 -0.6450 331. M -=1.1200 -0.5000 -D.3750 -1.9950
261. H -0.3500 0.0000 0.0B0OO -0.2700 332. R -0.2800 -0.2100 0.0200 -0.4700
262, L 0.1500 1.0500 0.0750 1.2750 333, F -0.2500 0.0100 -0.0450 -0.2850
263. ‘K 0.1500 -0.2100 -0.4600C -0.4800 334, 1 -0.3200 -0.4500 -0.3750 -1.1450
264. P -0.4600 -D0.4500 D.1450 -0.8050 335, F D.4500 G6.0100 -0.3250 0.1750
265, E -0.,4000 -0.3200 -0.6300 -1.3500 336. E -0.2000 G.65%00 0.1000 0.5%00
266. F 0.4400 -0.4000 0.0300 0.0700 337. R -1.0400 0.3400 0.0B800 -0.6200
267, 'V 0.6700 0.1100 -0.0750 0.7050 338, I 0.6300 -0.4500 0.2B50 0.4650
268. K 1.0800 -0.15000 -0.3B50 0.5450 338. L D.5000 -0.0100 -0.2350 0.2550
269, L 0.3200 -0.0100 -D.2300 0.0800

340, F 0.5500 0.7300 0.0750 1.3550
270. W -0.1600 0.5200 0.0B0O0 0.4400 321. F -0.2200 0.7300 0.1050 0.6150
271. P -0.4400 0.1900 0.0100 -0.2400 342, G -0.3800 G.0z200 0.0B50 -0.2750
272, Q -0.2800 -0.070¢ -0.1700 -0.5200 343, K -0.1700 -0.2100 -0.0350 -0.4150
273+ H -0.0700 -0.0300 -0.0050 -0.1050 344, 85 -0.5100 0.0800 -0.0400 -0.4700
27a. T 0.3000 -0.0200 -0.2000 0.0800 345. D 0.3400 -0.49%00 -0.3600 -0.5100
275, I 0.0%00 -0.4500 -0.1350 -0.4950 346. I -0.2600 G.0300 -0.3500 -0.5800
276. P -0, 7100 0.4200 -0.0BOO -0.3700 347. P -0.2000 0.¥500 0.1500 0.1400
277 W -0.5800 -0.4700 -0.2700 -1.3200 348, E -0.6B00 -—0.3200 0.1100 -0.8900
278. I 0.0300 -0.4600 -0.4000 -0.8300 349. D -0.3500 0.0200 0.0350 -0.2750
279, D 0.5800 0.0200 D.5B50 1.1850

350. R -D.2700 0.3400 0.1000 0.1700
2B0. D -0.6100 0.0200 0.2200 -0.3700 351. W 0.0500 0.1100 -0.0550 0.1050
2B1. N -0.6300 -0.3700 -0.0500 -1.0500 352. B -0.5900¢ -0.1100 -0.3600 -1.0600
282. G -0.5600 -0.2108¢ -0.0050 -0.7750 353, ¥ -0.8400 -0.0700 0.0200 -0.85%00
283, T -0.5600 -0.02000 -0.0850 -0.6650 354, WV -0.1300 -0.4700 -0.1300 -0.7%00
284. I -0.6500 0.0300 0.a700 -0.5600 355. D -0.5300 -0.0700 D.0&50 -0.5350
285, 1 -0.6000 -0.4500 -D0.2250 -1.2750 356. K -0.3800 -0.2100 -0.4350 -1.0850
286. T 0.2000 -0.0200 -0.1I000 0.0800 357.. 8 -0.0800 0.3£00 0.5600 0.8200
2B7. B -0.3300 0.6900 -0.0950 0.2050 358, ¥ 0.2500 -0.2700 -0.0700 -0.0800
288. 8 -0.0200 0.3400 D.2450 0.5650 358, E -0.2000 -0.1100 -0.4300 -0.7400
2B9. H -0.3700 0.0000 0.D250 -0.3450

360. L -1.0500 -0.4600 0.35300 -1.1200
290. A -0.8800 -0.2400 0.0600 -1.0600 361 L -0.8B00 -0.4600 -0.2050 -1.5450
291, T -0.5400 -0.4500 -0.3150 -1.3050 362. E 0.0DO0 06.6%00 -0.0050 0.6850
292, M -0.7206 -0.5000 -0.2650 -1.44850 363, D -0.0200 G.0200 0.2B50 0.2850
2935 -0.2300 -0.4500 -0:2150 -0.83%50 364, T 0.1600 -0.0200 0.1250 0.2650
292,77 -0.3200 -0.2700 -0.2400 -0.8300 365. L 0.88B00 -0.4600 0.0&50 0.4850
295.. L -0.0200 -0.4600 -D.4050 -0.8850 366. V 0.1500 G.5500 0.1050 0.5450
296, ¥V 0.8000 -0.4700 -D.1050 0.2250 367. D -0.2800 0.0200 0.2150 -0.0450
29T 0.2100 -0.0200 D.1200 0.3100 368, D -0.3900 0.0200 -0.1a50 -0.5150
29B. K 0.0700 -0.2100 -0.0600 -0.2000 365. F 0.2800 -0.4000 0.2500 0.1300
299..°¥ -0.5000 -0.07v00 -D.1300 -0.7000

iTo. W 0.6900 -0.4700 0.0850 0.3150
300. G -0.4200 0.0200 0.1500 -0.2100 371, A -0.0500 -0.2400 0.0500 -0.2400
301. K -0.5300 -0.1500 0.0600 -0.6200 372. G -0.3600 G.0200 0.0250 -0.3150
302. D -0.55060 -0.4900 -0.1350 -1.1750 373. P -0.2000 -D.4500 0.0150 -0.68750
303. D -0.6500 0.0200 D.0350 -0.5350 374. T -0.0700 -0.31800 -0.0800 -0.3300
3D04. 8 -0.4000 -0.3600 -0D.2350 -0.9550 375 M 0.3300 0.1100 0.0250 0.4650
3051 0.2700 -0.0100 D.03g0 0.2%00 376. T 0.4500 G.2400 0.1050 0.8350
306. ¥ -0.2700° -0.2700 0.1550 -0.3450 F77. I 0.5900 -0.4500 -0.4500 -0.3100
307, B -0.3300 0D.1%00 -9:1200 -0.3200 378. A 0.1000 -0.2400 -0.0300 -0.1700
308. K -0.5300 -0.1500 -0..3350 -1.1350 379. D -0.4500 0.7800 0.8650 1.1550
305..-D -0.2800 -0.4500 -D.1250 -0.85350

380, F 0.0000 -0.4000 -0,.3350 -0.7350
310 - -0.2500 D.1%00 -=9:1350 -0.15%50 381, 5 0.0800Q 0.3400 0.1650 0.5850
LW 0.2400 0.1100 D.2550 0.6050 382. C -0.7000 -0.2500 0.3400 -0.6100
312, K -0.7106 -0.2100 -0.1650 -1.0850 383. I -0.0300 -D0.4500 0.1200 -0.3500
313. @ -1.2500 -0.0700 -0.2200 -1.5400 ig4. 8 -0.4400 0.3400 -0.2650 -0.3650
314. A -1.0500 -0.2400 0.2100 -1.0800 385 T -0.4400 0.2400 0.0BOO -0.1200
315, R -0.6600 -0.2100 D.D7400 -0.8000 386. I D.8700 -0.4500 -0.5650 -0.1450
316, W -0.2500 -0.4700 D.0D0S50D -0.7250 387. 8 D.2B00 G.3400 -0.2450 0.3750
317, M 0.0600 0.5200 D.3400 0.9200 388, 5 0.3100 0.3400 -0.0550 0.5550
318.-8 D.3300 0.3400 0.0050 0.7350 389. I -0.1300 -0.4500 -D.5050 -1.0850
315. A -0.8000 -0.2400 -D.0BOD -1.1200

350, M 0.0700 0.I108 -0.1600 0.0200
320 L -1.0400 -0.4600 0:1750 -1.3250 321, & -0.4100 0.0200 -0.0150 -0.4050
321.-H -0.5400 0.0000 -0.13500 -0.7300 392. W 0.3100 0.1100 -0.5100 -0.0200
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383, v 1.4000 D.1100 -D.63E0 0.8750
iga. D -8.570C -0, 4500 -D.11C0 1.1700 ioc, R O.7400 0.3400 0.03E0 1.1050
195, L 0.1200¢ -D.0I00 -0.39C0 -0.2800 0. A -0.8400 -0.2400 D.2650 -0.8150
336, B U.3sou -0.L1luu -0.51l:0 0.3550 21. ¥ -Ll.uZuu -u.&f00 -0, 2200 -L. 7100
357, Q -0.2300 -D.2800  0.02C0 -0.4900 2I. E -0.2B00 0.6300 -0.2100 0.2000
39B. 5 -0.3500 -0.3600 -0.13C0 -0.8400 23. L -0.4300 -0.4600 -0.0650 -0.9550
199. ¥ -0. 5400 -n. 1800 -0. 8700 =1.2a00 24. T -0.5400 n. 2400 n. &8N0 0.3500
25, A -0.0600 -0.2400 -0.0400 -0.3400
400. II 0.52300C 0.0000 0.03C0 -0.5000 2C¢. K 0.2400 0.2100 0.0200 0.1400
401. P -0.3100 -0.4%00 -0.11E0 -0.9150 7. L 0.6500 -0D.0l00 -0.2050 0.4350
qud. H -U.240U -U.210U -U.21CU -0.8800 2. L -U.100u -u.uLau -U. 2450 -D.3550
403. I -0.2300 -0.4500 -0.2200 -0.9000
404. ¥ -0.130C -0D.0700 -0.2BE0 -0.4850 29, @ -0.1900 -0.2100  0.0450 -0.3550
405, A -0 aA500 n.1inn n.2ArC0 =0 _ 0400 In. T -0 .3900 -0 0100 -N.3IGEN -0 _TRRND
406, W -0.7300 -0D.3400 -0.29E0 -1.3650 31. = -0.3700 -0.3600  0.1350 -0.5950
407. I 1.1200C 0.03300 0.02C0 -1.14850 3z2. L 0.3000 0.0100 0.4200 -D.1300
40B. D -0.5700 0.0200 -0.22E0 -0.7750 33. D -0.2400 0.0200 0.1200 -0.1000
405, R -0.3700 -0D.2100 -0.29%E0 -1.4750 34, I -0.2000 0.0300  0.0050 -U.1650
35, W -0.5900 0.1100 -0.0300 -D.5100
410. L -0.3300 -0.4600 -0.1BC0 -1.4700 36, P -0.7300 -0.43%00  0.0600 -1.1600
4711. ® M. 2300 -n. 2700 -0 2300 =0_2100 3I7. T -0 .a7on n.aoinn -N. 23250 -0 _2&80
412. Q 0.1200 -D.2B00 -D.14C0 -0.3000 IE. W -0.5600 -0.3700 -0.0300 -0.9600
413. L 0.0<0C -0.0100 -0.17CO -0.1400
414. P 0.LO0OC -D.4%00 -0.15EQ -0.5450 39, L 0.1400 -0.0l00 -0.3550 -0.2250
415, ¥ -0.3600 -0.0700  0.00CO -0.4300 a0, L 0.3800 1.0500  0.1000 1.5300
416, ¥ 0.4100 -D.2700 -0.13C0 0.0100 41. A -0.2B00 0.1200 0.1700 0.0100
417. E -0.0700 -0.3200 -0.10C0 -0.4900 az. @ -0.4%00 0.0200  0.1B00 -0.2900
4TR. E -n.1100 =M. 3200 n.o7co =0 .3a00 43, T¥ -0.8200 n.o2nn -0, 0280 -N.5250
415. A -0.1400C -0D.2400  0.03C0 -0.3500 a4, H -0.4600  0.0000  0.0250 -0.4350
45. R 0.2300 -0.2100 -0.1000 ~D.0800
420. W -0.5800 0.5200  0.0BEQ 0.0250 46. T -0.1300 -0.1B00 -0.1400 -0.4500
421. @ -0.5000 0.0200 -0.1BCO -0.6600 7. D -0.4200 -0.4%00  0.0000 -0.9100
42z, @ -0.2100 0.0200 -0.16%50 -0.3550 4E. E -0.1700 -0.3200 -0.3150 -0.8050
423, @ 1.2500 D.2100 -0.17C0 1.2900
424. = 0.3200 D.2100 -0.58C0 0_5500 4. F 0.4700 D_.0100 -0.0300 0_.3900
425, T 0.3600 ~-D.0200 -0D.2600 0.0800 50. L 0.19%00 -0D.4600  D.&6450 0.3750
426. D -0.02100 0.0200 -0.1450 -0.1350 51. R 0.5200 0.0200 -0.6750 0.0550
427. L 0.3200 -0.4600  0.0SEQ 0.4150 5z. L 0.1700 -0.0l00 -0.1300 0.0300
428, @ 0.1100 0.2.00 0.05EQ 0.3750 53i. W -0.1600 0.5200  0.0%50 0.4550
429, K 0.0000 -0.2.00 -0.03EQ -0.3050 54. P -0.4400  0.4200 0.2500 0.2300
55, -0.2B00 0.5000 -0.0750 0.1450
430. F -0D.s100 o.0Z00 D.12C00 -0.4800 5€. H -0.0700 o.opoo -0_.1&E50 -0.2150
431. V 0.2700 -0.4700 -0.0BE0 -0.2850 57. T 0.3000 -0.0200 -D.1750 0.1050
432. L -0:3400 ~D.0Za0o D. 2750 -0.6750 58. X 0.0300 0.0300 -0.0800 0D.0400
433, A -1.2100 0.1300 0.1600 -0.7200
434, K -0.5900 0.6300 -0.0520 -0.1150 55, P 0.7700  0.4200 -0.1550 1.0350
435, K -0.23400 0.6300 0.01%0 0.6050 60. WV -0.5700 -0.4700 -0.1550 -1.1950
436. E 0.4600 -0.3200 ©0.0350 0.1750 51. I -0.3300 -0.4500 -0.2250 -1.0050
137. E -0.5000 -0.3200 -0.41E0 1.3350 62. D 0.41900 0.02300 0.15900 0.7000
438, W -0.2600 0.0.00 -0.28%0 -0.5350 63, D -0.7200 0.0200 D0.3000 -0.4000
234, A U.>auu oLoizuw U.uazg 0.6950 ba, —-U.eZuy -0 diug n.Ziug -D.6200
55, 3 -0.2200 -0.2100 -0.0050 -D.4350
430, K 0.3000 -0.1500 0.00CO -0.1500 5. W -0.5100 ©0.1100  0.1550 -0.2450
oy P & -D.7B00 0.B400  0.1500 0.2100
6E. V -0.2000 -0.4700 -0.2100 -0.8%00
AgGSTES
59, R 0.15900 D0.3400 0.0650 0.5950
b L [ & =0.Zd60U LE I TR U Z20su D.7250
2B Local Bur:al Conbsct it 71. 8 -0.68B00 0.0BOO  0.2800 -0.3200
1. M 0.0000 D.3000  0.06EQ 0.8650 ::‘ i g‘::gg _E‘gzgg E‘i;gg _g'iggg
4. 0A -0, usuu U.LiUU  -U.UHLY -0.0400 . : : : )
74, I -0.3300 -0.4500 -0.1450 -1.5250
3. T -0.0400 -0.1B00 -0.03C0 -0.2500
i, W _0.4100 _p.3700 0.07ED ~0.7050 5. I 0.3400 0.4500 0.2G650 -1L.0550
- hoaine b oienn o onern o neno TE. I -0.5200 0.0300 -0.2400 -0.7300
T.0Y -0.3200 -0.2700 -0.0950 -U.6Y50
6. T 0.5000 D.0300  0.03E0 0.6650
- 1 o 7m0c  b.4ron 0.0ara 0.3750 7E. L -0.0200 -0.4600 -0.4550 -0.9350
B. K -0.3700 D0.6300 -0.34E0 -0.0850 qe W . 00450
B PR S e o oo oo S
] o oe nac e 8z. ¥ -0.5000 0.5700 -0.1&50 -0.0950
12 A 0.100 0.1100 -0.1es0  0.3750 8. C  -0.4200 0.0200 0.2000  -.2000
13. K 0.4400C 0.2100 0.23C0 0.0000 : : : oo
85, D -0.6100 -0.43%00  0.0000 -1.1000
14. L 0.5600 -D.0LOQ -0.31E0 0.3350
15. = 0.1500 D.0BOO  D.06CO 0.2900 AE. 0 ThoEAOD -0LEANa -0 20nn -1.0500
7.0 -0.3000 -0.0700  0.0450 -0.3250
16. P 0.4700  D.4200 -0.05EQ 0.8350
17. © _D.5200 D.1%00 0. 0DED ~0.4350 8E. T 0.4100 -0.1800 -0.0600 0D.1700
1B. & =0 _5apC D.32100 D.O0CO -0_3800
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83. L 0.5200 -0.0100 -0.205C 0.3050 160. T 0.2100 0.2400 0.1250 1.2750
0. ¥ -0.2700 -0.2700 -0.075C -0.6150 161. L C.3B00 -0.4600 -0.5650 -0.6450
o1. P 0.2400 0.1200 0.105C 0.3250 162. A 0.0700 0.2400 0.0550 -0.2550
92. E -0.6B00 -0.3200 -0.435C -1.4350 163. D -0.2900 0.7800 0.8550 1.3450
93. D -0.4800 -0.4500 0.025C -0.9450 le4. ¥V 0.3900 -0.4700 -0.5600 -0.6400
S94. P -0.4200 -0.4%00 -0.055C -0.9%650 165. & 0.1300 0.3400 0.2250 0.6950
95. I 0.1500 0.8400 0.1500C 1.2200 166. C -0.7000 -0.2500 0.3400 -0.6100
Hb. A -1.4auu U.140u 0. ugsU -1.1150 17, L -U.BBUY  -U.4S%00 -0, 1400 -1.2700
7. R -1.08B00 -0.2100 -0.3450C -1.6350 168. A -0.4200 -0.2400 0.1750 -0.4850
9A. A -n /100 m.1ann n. 05 -0_4450
163. T -0.6200 0.2400 0.1850 -0.1950
93. K -0.2500 -0.2100 0.000C -0.5000 170. I -0.4500 -0.4500 -0.3000 -1.2000
100. Vv 0.4500 -0.4700 0.1350C 0.1550 171. A -0.4200 -0.2400 0.1550 -0.5050
101. N -0.5100 0.0100 0.1250 -0.3750 172. T -0.7100 0.2400 0.2050 -0.2650
lo2. A 0.12900 0.1300 0.270C 0.5900 173. M a.0700 0.5000 0.4500 -1.0200
103. G -0.0300 0.2100 0.0200 0.2000 174. E C.0700 0.6500D 0.2450 1.0050
104. L -0.3300 -0.4&00 0.1B0OC -0.6100 175. E -0.2%00 -0.1100 0.2600 -0.1400
105. H -0.5400 -0.0300 -0.280C -0.8500 176. F -0.2600 -0.4000 -0.0150 -0.6750
106. F 0.0300 0.0100 -0.030C 0.0100 177. F -0.0400 -0.4000 -0.3200 -0.7600
lws. b U.sBUU u.reuY U.2auu 1.4000 Lid. B eV L T TR TP 3. T5 U.uauy -1.0400
108. &8 -0.6000 0.3400 -0.070C -0.3300
173 ™ -1 3Asnn n.110n -0 0200 -0_3600
10%. G -0.5100 0.0200 -0.0400 -0.5300 180. D 0.3500 -0.4500 -0.4350 -0.5750
110. VvV 0.4000 0.1100 0.1550 0.7050 181. R -0.6000 0.0400D 0.1300 -0.4300
111. L 0.9500 -0.4600 0.175C 0.6650 182. & 0.2300 -0.3600 -0.1700 -0.3000
112. F 0.0500 0.0100 0.335C 0.3550 183. R -0.3400 0.0400 -0.3250 -0.6250
113. o 0.0000 0.3400 0.015C 0.4050 104, ¥ 0.4500 0.0700 0.1500 -0.6700
114. R -0.2100 0.3400 0.295C 0.4250 185. P -0.2400 -0.45%00 -0.0150 -0.7450
115. L -0.7400 -0.4600 -0.0B5C -1.2850 l86. A -0.1300 0.1300 0.1450 0.1450
116. R -0.6200 0.3400 -0.2100 -0.4900 187. L -0.93200 -0.4600 -0.1500 -1.5300
117. F -0.2400 0.0100 0.1300C -0.1000 188. VvV -0.7200 0.1100D 0.0BOOD -0.5300
Lid. ¥ -0 3BUU -ULZTUU -0l 200 -0.8700
189. A -0.4500 0.1300 0.2450 -0.0750
118 F n 2700 -noAnN0a -0 iS00 ~0_4800 1an. W -0.73A00 -0 %400 -0 TRED -1.73580
120. E 0.0100 -0.1100 0.015¢C -0.0850 191. I -0.4300 0.0300 -0.1800 -0.5800
1z1. P 0.0000 0.1900 -0.0B5C 0.1050 192. E -0.6000 -0.1100 -0.1100 -0.8200
122. I 0.0100 -0.4500 0.4300 -0.0100 193. R -0.9800 0.3400 -0.2550 -0.8950
123. L 0.5000 -0.0100 -0.3200 0.1700 194. L C.0800 -0.4600 -0.1700 -0.5700
1z4. ¥ 0.3100 0.5700 0.075C 0.5550 105, o 0.4700 0.0000 0.0G50 -0.3250
125. E -0.4700 -0.110C 0.0150 -0.5650 196. R -0.4200 0.0400 -0.0150 -0.3950
126. G -0.5000 0.020C0 0.0250 -0.4550 187. T C.1%00 -0.0200 0.2000 0.3700
127. 8 -0.3000 0.0800 -0.2350 -0.4550 198. L 0.1700 -0.0100 0.1800 0.3400
1z8. A -0.4400 0.1300 0.1550 -0.1550
144, o SULLAUY  -ULaMUD -0 Uu¥sD -0.7150
129. E 0.1500 -0.3200 -0.2250 -0.3%50 200. E -0.5700 -0.1100 -0.0650 -0.7450
130. ¥V -0.&400 0.1100 0.0400 -0.4900 201. ¥ -0.0200 -0.2700 -0.0800 -0_3200
131. P -0.5900 -0.4390C 0.1200 -0.5%600 202. D -0.1100 0.0200 0.1450 0.0550
132. Q -0.5500 -0.280C 0.0500 -0.7800 203. Q -0.1800 -0.2B00 -0.1650 -0.6250
133. D -0.6000 -0.4300 0.2800 -0.8100 204. L 0.2800 -0.4600 0.3650 0.1850
134. K -0.7600 0.6300 0.2450 0.1150 205. W 0.0500 0.5200 0.5400 1.1100
135. T 0.2100 0.0300 0.1550 -0.0250 206. Q a.3200 0.0700 0.1050 -0.2850
136. D -0.6500 0.0200 -0D.6B50 -1.3150 207. E -0.4600 -0.1100 -0.0100 -0.5800
137 X -0.3600 -0.0700 0.0750 -0.3550 208. G C.1400 ¢.210D 0.1250 0.4750
138. M -0.8700 -0.5000 -0.2600 -1.6300
209. A -0.3300 -0.2400 0.0050 -0.5650
139, K -u.giug U.63U0  -U.Blbu -0.9550 Z2iu. v -1.uzuy U.Liuw U.5e5U -0.3450
140. K 0.8200 -0.2100 -0.4950 0.1150 211. E -0.0600 -0.1100 0.1850 0.0150
147 @ n arnn n.210n n.A1sn 1.0080 212, F -N_TRON -0 400D -0 0900 -1._3700
142. ¥ 0.3800 -0.2700 -0.2250 -0.1350 213. A -0.7100 -0.2400 -0.0300 -0.5%800
143. E -0.2000 -0.1100 -0.7650 -1.0750 214. E -0.6800 -0.1100 0.2100 -0.5800
144. L -1.0500 -0.480C 0.2550 -1.2550 215. I -0.6600 0.0300 -0.0200 -0.6500
145. L -0.6000 -0.4800 -0.4850 -1.5250 216. C -0.0200 -0.2500 0.0550 -0.2150
14c. N 0.2G00 0.5200 0.3050 1.1650 217. B 0.1100 0.1100 0.0200 -0.2000
147. D 0.3900 -0.4500 0.4150 0.3150 218. 8 -0.1100 0.080D 0.0050 -0.0250
148. A 0.0900 0.1300 -0.1200 0.0300
219. L 0.2400 -0.010D 0. 0450 0.2750
143. L 0.7000 -0.4600 0.0300 0.2700 220. R 0.6900 0.3400 -0.1050 0.5250
150. ¥ 0.7z00 0.6300 0.0800 1.4%00 221. L a.7900 1.0500 0.1850 2.0250
151. E -0.1000 -0.110C 0.0400 -0.1700 222, K 0.9300 -0.1500 0.0BOOD 0.8600
1R2. T -0 Aann n.nzon  -n.37s0 -0.&850 221, W n.aznn n.oinn n. 1400 0.4700
153. ¥ 0.3300 -0.2700 0.2350 0.2550 224. M 0.2700 0.8000 0.0650 1.1350
1c4. I 0.8300 -0.4500 0.1200 0.5000 225. A -0.0900 0.1300 -0.0BOO -0.0400
155, A -0.1500 -0.2400 0.0650 -0.3250 226. T -0.0400 -0.1BOD -0.0300 -0.2500
156. @ -0.4100 0.0200 -0.0100 -0.4000 227. N -0.4100 -0.3700 0.0750 -0.7050
157. O 0.2400 0.3604a 0.2750 -1.0750 220, P o.3100 0.1900 0. 0600 -0.0500
158. 8 -0.4400 -0.3600 -0.1650 -0.%650
229, T 0.&6000 0.0300D 0.0350 0.8650
153. L 0.6100 -0.0100 -0.1200 0.4800 230. I C.7900 -0.4500 0.0350 0.3750
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231. K -0.3700  0.6300 -0.3450 -0.0850 02, V 0.7500 -0.4700 -D.25E0Q 0.0350
232. L -0.1000 -0.4€00 -0.5350 -1.0850 103, Q 0.0400 -0.0700  0.04E0 0.0150
223. ¥ 1.32000 -0.2700 -0.1E500 0.2800 g4, K -0.2300 -0.2100 -0.23E0 0.7150
234. T -0.3100 0.2400  0.0950 0.0250 105, ¥ -0.5000 0.5700 -0.16E0 -0.0950
Z35. A 0.4100 0.1300 -0.1650 0.3750 06, 3 -0.4200 0.0200 0.2000 -0.2000
236. K 0.4400 -0.2100 -0.2300 0.0000 107, K -0.5300 -0.1500  0.00C0 -0.6800
237, L 0.6600 -0.0100 -0.3150 0.3350 ig8. D -0.6100 -0.45%00  0.00C0 -1.1000
238. © 0.I500 0.DEQD 0D.0&00 o._2000

05, @ -0.6400 -0.2100 -0.2000 -1.0500
233. D 0.4700 0.4200 -0.0550 0.8350 310, Q -0.3000 -D.0700  0.04E0 -0.3250
240. B -0.6200 0.1%00 -0.0050 -0.4350 311. T 0.4100 -0.1B00 -D.0&CO 0.1700
241. @ -0.5500 0.2100 0.0000 -0.32800 312. L 0.5200 -0.0100 -0.2050 0.3050
212. R 0.7400 0.3400 ©.032c0 1.1080 313. ¥ -0.2700 -0.2700 -0.07ED 0.8150
243. A -0.8400 -0.2400 0.2650 -0.8150 3114. P 0.2400 0.1500 -D.1050 0.3250
244. V -1.0200 -0.4700 -0.2200 -1.7100 3115, E -0.6300 -0.3200 -0.4350 -1.4350
245, E -0.2B00 0.6500 -0.2100 0.2000 3116. D -0.4300 -D.4%00  0.02E0 -0.8450
246. L -0.4300 -0.4€00 -0.0650 -0.9550 3117. P -0.4200 0.1%00 -0.05C0 -0.2800
247. T -0.5400 0.23400 0.&e500 0.3500 ale. I 0.1700 0.2400 0.13C0 1.1600
z48. A -0.0600 -0.2400 -0.0400 -0.3400

3115, A -1.3400 0.1300 0.05E0 -1.1150
243, K 0.4400 -0.2100 -0.0%00 0.1400 3120. R -1.0300  0.3400 -0.3600 -1.1000
250. L 0.6500 -0.0100 -0.2050 0.4350 3121, A -0.6l00 -0.2400  0.10C0 -0.7500
251. L -0.1000 -0.0100 -0.2450 0.3550 332, K -0.2300 -0.2100 0.02C0 0.4900
252. @ -0.1500 -0.2100 0.0450 -0.3550 3123, ¥ 0.4300 -0.4700 0.1150 0.1350
253. L -0.3%00 -0.0100 -0.3550 -0.7550 124, W -0.5100 0.5200 0.25E0 0.3050
z54. & -0.3700 -0.3600  0.1350 -0.5950 3125, A 0.1300 -0.2400 0.34C0 0.2900
255, L 0.3000 -0.0100 -0.4200 -0.1300 126, @ -0.0300 0.2100 -0.0BCO 0.1000
25&6. D -0.2400 0.0Z00 0.1200 ~-0.1000 a27. L -0.32300 -0.4g00 D.20C0o -0.4900
257. I -0.2000 0.0300 0.0050 -0.1650 1ze. H -0.5400 0.0000 -0.23C0 -0.7700
258,V -0.5500  0.1100 -0.0300 -0.5100

135, F 0.0300 -0.4000  D.09E0 -0.2750
253, D -0.7300 -0.4%00  0.0600 -1.1600 3130. D 0.3300 0.7B00  D.24C0 1.4000
260. I -0.0700 0.03Z00 -0.232E50 -0_2E50 i31. £ -D.&000 0.3400 -0.07CO -0_3300
261. W -0.5600 -0.3700 -0.0300 -0.9500 132, @ -0.5100  0.0200 -0.0BEQ -0.5750
262. L 0.1400 -0.0100 -0.3550 -0.2250 3133,V 0.4000 -0.4700  0.23E0 0.1650
263, L 0.3800 1.0500 ©0.1000 1.5300 3134. L 0.9300 -0.4600 0.17%0 0.6650
264. A -0.2800 0.1200 0.1700 0.0100 3135, F 0.0500 0.0100 0.35C0 0.4100
26E. C -0.4900 0.0200 0.1800 0.2000 i3e. E 0.0300 0.3400 -0.00ED 0.4150
266. D -D.5200 0D.0200 -0.0250 -0.5250 3137. R -0.2100  0.3400 0.29E0 0.4250
267. H -0.4600 0.0000  0.0350 -0.4350 336, L -0.7400 -D.4600 -0.QBEZQ -1.2450
26B. R 0.2300 0.0400 -0.100D 0.1700

3135, R -0.6200 -0.2100 -0.21C0 -1.0400
2e5. T -0.1200 -0.1800 -0.14900 0.4500 3410, F -0.2100 0.0100 0.13C0 0.1000
270. D -0.4200 -0.43%00 0.0000 -0.9100 341, ¥ -0.3500 -0.2700 -0.24C0 -0.8700
271. E -0.1700 -0.3200 -0.3150 -0.8050 342, F 0.2700 -0.4000 -0.35C0 -0.4800
27z. F 0.4700 0.0100 -0.0900 0.32500 3143, E 0.0100 -0.1100 0.03C0 -0.0700
273. L 0.1500 -0.0100 0.4150 0.5550 344. D 0.0000 0.1500 -0.11CO 0.0800
274. R 0.€9200 0.0400 -0.5E800 0.1700 345. I 0.0100 -0.41E00 0.43C0 0.0100
275. L 0.1700 -0.0100 -0.1300 0.0300 146, L 0.5000 -0.0100 -D.32C0 0.1700
276. W -0.1600 ©0.5200 0.0550 0.4150 347, ¥ 0.3100 0.5700 D.07E0 0.8550
277. B -0.4400 ©0.1300 0.1200 -0.1300 3148, E -0.4700 -0.3200  0.05E0 -0.7350
278. Q -0.2800 -D.0700 -0.1250 -0.4750

3da. 4 -0 .5000 0.0300 0.03ED 0.4550
273. H -0.0700 -0.0300 -0.0750 -0.1750 i50. S -0.3000 ©0.QBO0 -D.26C0 -0.4800
2B0. T 0.3000 -0.0200 -0.1950 0.0850 3151, A -0.4400 ©0.1300 0.1550 -0.1550
281. I 0.0900 0.0300 -0.0800 0.0400 152, E 0.1300 -0.3200 -D.22E0 -0.3950
2BZ. D 0.7700 0.4200 -0.1550 1.0350 153, ¥ -0.6200 0.1100  0.04C0 -0.4500
2eg3. vV -0.E5700 -0.4700 -0.1550 1.18E50 is4. D -0.5200 -0.4500 0.12C0 0.%9¢00
B4, I -0.3300 -0.4500 -0.2250 -1.0050 155, -0.5500 -0.2B00  0.05C0 -0.7800
2B5. D 0.4%00 0.0200 0.1500 0.7000 i156. D -0.6000  0.0200  0.30E0 -0.2750
2BE. D -0.7200 0.0200  0.3000 -0.4000 157, K -0.7500 0.6300 0.2450 0.1150
287. & -0.6200 -0.2100 0.2100 -0.6200 3158, I -0.2100 ©0.0300 0.15Z0 -0.0250
a288. C -0.3200 -0.2100 -0.D0OED 0.4350

355, O -0.6500 D.0200 -D.6BEQ -1.3150
283. ¥ -0.5100 0.6300 0.2850 0.4650 3160, ¥ -0.3500 -D.2700 D.0450 -0.5850
250. I -0.7800 0.B400  0.1500 0.2100 361, M -0.8700 -D.5000 -D.Z600 -1.6300
251. ¥ -0.2080 0.1180 -0.2800 -0.32700 162, K -0.3700 0.6300 -0.51E0 -0.9550
2%2. R 0.1200 -0.2100 0.1100 0.0800 A3, K 0.2200 0.&8300 -0.51C0O 0.9400
253. D -0.2600 ©0.0200 0.0700 -0.1700 164, @ 0.4300 0.2100 0.3050 0.9950
254, 8 -0.6800 0.0800  0.2600 -0.3400 165, ¥ 0.3500 -0.2700 -0.22E0 -0.1350
255. H -0.3700 -0.0300 -0.0900 -0.4500 166, E -0.2000 D.6%00 -0.76E0 -0.2750
256. A D.6300 -0.2400 0.1550 0.5450 167, L -1.0500 -D.4600  0.3600 -1.1500
287. I -0.8200 -0.4500 -0.2050 -1_5850 igB. L -D.&000 -D0.4&00 -0.37CO -1._4300
288, I -0.3400 -0.4500 -0.2650 -1.0550

165, N D.2500 0.5200 O0.3700 1.1500
253, I -0.5200 0.0300 -0.4500 -0.9400 i70. O 0.3300 0.0200 0.35C0 0.8000
300. Y -0.3200 -0.0700 -0.0700 -0.4600 i71. A 0.0300 -D.2400 -D.17CO -0.3200
301: L -0.C200 -0.4600 -0.4G550 0.9380 372. L 0.7200 -0.41600 0.0&Cd 0.3000
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173, v 0.7200 0.6500  0.1210 1.5300 422, T -0.1300 -0.4500 -D.0S50 -0.7150

374, E -0.1000 -0.1100  0.0430 -0.1700 423. E -0.5700 -0.1100 -D.0&50 -0.7450

i75. D -0.3300 0.0200 -2.3730 -0.6850 424, ¥ -0.0200 -0.2700 -D.0500 -0.3800

75, ¥ 0.3300 -0.2700  0.2330 0.2950 425, T -0.1100 0.0200  D.1450 0.0550

377. I 0.8300 -0.4500  0.1230 0.5000 426. @ -0.1B00 -0.2B00 -D.1650 -0.6250

373, A -0.1500 -0.2400  0.0630 -0.3250 427. L 0.2B00 -0.4600  D.3650 €.1850
428. ¥ 0.0500 0.5200 D.5400 1.1100

73, @ -0.4100  ©.0200 -3.0129 -0.4000

382, 8 -0.4400 -D.3600 -3.2730 -1.0750 423, @ -0.3200 -0.0700 D.1050 -0.2850

81, = -0.4400 -0D.3600 -0.1630 -0.9650 430. E -0.4600 -0.1100 -D.0100 -0.5800

182, L 0.6100 -0.0100 -0.1230 0.4800 431. © 0.1400 ©0.2100 D.1250 €.4750

183, T 0.9100 0.2400  0.1250 1.2750 432, A -0.3300 -0.2400  D.00S0 -0.5650

181, L 0.3B00 -0.4600 -0.5630 -0.6450 433, ¥ -1.0200 ©0.1100 D.5650 -0.3450

183, A -0.0700 -0.2400  0.0530 -0.2550 434, E -0.0600 -0.1100 D.1B50 €.0150

i85. D -0.2%00 0.7BO0  0.8530 1.32450 435, F -0.7B00 -0.4000 -D.0S00 -1.2700

187. V 0.3900 -0.4700 -3.5610 -0.5400 436, A -0.7100 -D.2400 -D.0300 -0.5800

1g3. s 0.1300 0.3400  J.2250 U.6950 437. E -D.§800 -0.1100 D.2100 -L. 5800
438, I -0.6600 0.0300 -D.0200 -0.6500

183, C -0.7000 -D.2500  0.3410 -0.5100

3130, I -0.6B00 -D.4500 -0.1410 -1.2700 433, C -0.3100 -0.2500  D.0S50 -1.1050

i491. A -0.4200 -0.2400 J. 17U -0.4850 440. E -0.i800 -0. 110U [EI e 1) -C.4700

132, T -0.6200 0.2400  0.1B30 -0.1950 441. £ -0.6400 0.0BOD  D.0OSO -0.5550

333, L -U.4500 -0.2500 -2.30Ju -1.2000 442, L -0.liuu -0.u1iuy u.usLy -C.0750

13i. A -0.4200 -0.2400  2.1530 -0.5050 443. F -0.2B00  0.3400 -D.1050 -0.0450

443, T =01 U.4200 J. 400U -0.2650 4448, L u.rsou 1.u%00 U.1HSU Z2.0250

135, M -0.0700 -D.5000 -2.4510 -1.0200 445, E -0.2400 -0.1500  D.0BOO -0.3100

ia7. B 0.0700 0.6500 2.2450 1.0050 446. K 0.0000 ©.3100 0.1200 C.1500

133, E -0.2%00 -0.1100 0.2630 -0.1400

133, F -0.2600 -0.4000 -2.0130 -0.6750

40%7. F -0.0400 -0.4000 -3.3220 -0.7800

401, P -0.5%00 -0.4500  0.0410 -1.0400

402. M 0.3500 ©.1100 2.02200 -0.2800

403. D 0.3500 -0.4500 -2.4330 -0.5750

408. R 0.C0o00 0.0£00 2.1320 -0.4300

405. 3 0.2300 -0.3600 -3.1730 -0.3000

405. R 0.3400 o.0400 3.3250 -0.8250

407. ¥ -0.4500 -0.0700 -2.1530 -0.67C0

403. P 0.24200 0.4200 3.0150 -0.74E50

409. A -0.1200 0.1200 2.1450 0.14E60

413. L -0.5200 -0.4600 -3.1500 -1.5300

111. W -0.7200 0.1100 J3.0800 0.53400

417. A -0.4500 D0.1300  1.2450 -0.0750

413. W -0.7300 -0.3400 -2.1e50 1.2360

g14. T -0.4300 0.0300 -2.1800 -0.5800

41. E -D.e000 -0.1100 -3.1100 -0.8240

415, R -0.5800 0.3400 -3.2550 -0.8550

417 .- L o.Cenn -0.&E00 -3.171D -0.5700

413, 3 -0.4700 0.08B00  1.065D -0.3250

413. R -0.4200 0.0400 -2.0150 -0.3950

423, T 0.1900 -0.0200 3.2000 a.2700

421. L 0.1700 -0.0100  3.1800 0.3400



