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Resumo

Os nanobiossensores constituem aparelhos de deteccdo que possuem como elemento
de reconhecimento um material biolégico. Um microscopio de forca atdbmica (AFM) que
possui sua ponta funcionalizada com a enzima acetil-coenzima A carboxilase (ACCase) se
mostrou eficiente na deteccdo do herbicida diclofop se comparado com presenca de atrazina
na amostra analisada. A deteccdo é feita por medidas da forca entre a ponta do AFM e a
amostra estudada, que é originada da forca de ligacdo do complexo enzima-herbicida. Pelas
interacbes que ocorrem entre enzima e substrato serem especificas, a vantagem do
nanobiossensor € sua seletividade e sensitividade, que pode detectar concentracfes que ndo
seriam contabilizadas nos métodos convencionais de sensores e biossensores. Tendo em vista
0 uso do nanobiossensor com a ponta funcionalizada do AFM, este trabalho teve como
objetivo, por meio do atracamento molecular, verificar teoricamente a seletividade do mesmo
para duas classes especificas de herbicidas que sdo inibidores da ACCase: o0s
ariloxifenoxipropionatos (fops) e as ciclohexanodionas (dims). Para isso foram feitos calculos
de atracamento molecular com 12 herbicidas, o qual avalia a melhor conformacdo de um
substrato complexado a enzima e a energia livre de interacdo do complexo. Este estudo
também prop0s verificar o efeito que a presenca da dgua causa na seletividade e sensitividade
da deteccdo fazendo para isso uma simulagdo por Dindmica Molecular da enzima ACCase
com posteriores calculos de atracamento. Os resultados mostraram que as melhores energias
de interacdo foram dos complexos formados com os herbicidas fops e dims, no entanto dois
outros herbicidas, imazaquin e metsulfuron, apresentaram uma energia de ligacdo comparavel
aos inibidores especificos, devida principalmente a semelhanca no tipo de interacdes
intermoleculares, que incluiram ligacdo de hidrogénio com os residuos ILE-1735 e ALA-
1627, o que pode fazer com que esses dois herbicidas sejam interferentes na deteccdo. Quanto
a presenca do solvente foi possivel verificar que as energias livres de interacdo nos complexos
aumentaram, tornando-as mais desfavoraveis para os herbicidas inibidores especificos, o que
pode afetar a sensitividade da detec¢do. De forma geral, a seletividade ndo foi afetada, pois
os fops e dims continuaram com valores de energia mais favoraveis, se comparados com 0s

demais herbicidas.

Palavras-chave: acetil-coenzima A carboxilase, nanobiossensor, atracamento molecular,

Dinamica Molecular, herbicidas.



Abstract

The nanobiosensors are devices of detection that have as recognition elements a
biological material. This work is a proposal of the nanobiossensor to detect specific inhibitor
herbicides acetyl co-enzyme A carboxylase (ACC), whose has effectively proved in detecting
herbicide diclofop compared with the presence of atrazine in the sample to being analyzed.
This nanobiossensor consists of an atomic force microscopy (AFM) that has its tip
functionalized with the enzyme ACC; and the detection is performed by measures the force
between the AFM tip and the sample studied, which is originated in interaction strength of the
enzyme-herbicide. Due to these interactions, which occur between enzyme and substrate, the
advantage of the nanobiosensor is its selectivity and sensitivity for detecting concentrations
that would not be accounted for in conventional methods of sensors and biosensors. Given the
use of nanobiosensor with functionalized AFM tip, this study aimed to verify the selectivity
of it for two specific classes of herbicides that are inhibitors of ACCase: the
aryloxyphenoxypropionates (fops) and cyclohexanediones (dims). For this, molecular docking
calculations with 12 herbicides were made, and this methodology evaluated the best
conformation of the complex enzyme-substrate and free energy of interaction. This study also
proposed to verify the effect that the presence of water causes on the selectivity and
sensitivity of detection, making necessary the use of Molecular Dynamics simulation of the
ACC with subsequent docking calculations. The results show that the best interaction energies
of the complexes were formed with the fops and dims herbicides, however two other
herbicides, imazaquin and metsulfuron, showed a comparable binding energy of specific
inhibitors, primarily due to the similarity in the type intermolecular interactions thought
hydrogen bonding interactions with the ILE-1735 and ALA-1627, so these herbicides may
interfere in detection for the nanobiosensor. The presence of water molecules increases the
bind energy, making them more unfavorable for the specific inhibitors herbicides, which can
slightly affect the sensitivity of detection. In general, the selectivity was not affected because
the fops and dims continued with more favorable energy values when compared with other

herbicides.

Key-words: acetyl co-enzyme A carboxylase, nanobiosensor, molecular docking, Molecular
Dynamics, herbicides.
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1. Introducéo e Justificativa

O Brasil é o quinto maior pais do mundo em extensdo territorial, possui também a
maior reserva de dgua doce disponivel aos seres humanos, dai ser um dos maiores produtores
e exportadores de produtos agricolas. Sua extensdo de terras utilizada em lavouras anuais e
cultivos permanentes ocupa uma area de cerca de 68 milhdes de hectares (BRASIL, 2012),
sendo o maior exportador de cana de actcar do mundo e maior produtor e exportador mundial
de café e suco de laranja. O pais também lidera o ranking de vendas externas de soja, nas
formas de grdos, farelo e 6Oleo, sendo estes os principais produtos geradores de divisas
cambiais, e as projecBes do Ministério da Agricultura para este cenario é de continuo
crescimento, com previsdes de que até 2030 um ter¢o dos produtos comercializados sejam
brasileiros (BRASIL, 2013).

Desse modo, a agricultura tem enorme importancia na economia brasileira, dados
levantados mostram que de janeiro a outubro de 2012 o agronegécio respondeu por 40% do
total de exportagdes, com uma receita no acumulado de US$ 80,88 milhdes, um superavit de
US$ 67,28 milhdes, e na balanca comercial contribuiu com um superavit de US$ 17,37
milhdes, pois que os demais produtos tiveram um déficit de US$ 49,91 milhdes. O complexo
dos produtos de soja liderou as exportacfes do agronegdcio com uma receita de US$ 24,65
bilhGes (FERREIRA, 2012). Essas cifras foram alcancadas principalmente porque a
agricultura se transformou em um sistema de monocultura mecanizado no qual had o uso
intensivo de agrotoxicos para fazer com que haja altos rendimentos nas areas plantadas.

Esse uso intenso de agrotdxicos nas lavouras, dependendo de suas concentragdes ou
do periodo de tempo de exposi¢do a alimentos contaminados podem causar riscos a saude,
como problemas neuroldgicos, cancer, malformacdo congénita, distdrbios endocrinos, entre
outros. Levando-se estes problemas em consideracdo, a Associacdo Brasileira de Saude
Coletiva (ABRASCO) lancou um dossié no congresso mundial de nutricdo realizado em 2012
no Rio de Janeiro, Word Nutrition Rio 2012. Este informa que o Brasil é 0 maior consumidor
de agrotdxicos do mundo, sendo que 1/3 dos alimentos brasileiros sdo contaminados por estas
substancias (CARNEIRO et al., 2012). Assim, com o crescimento do agronegocio ha a
necessidade de uma avaliacdo mais confiavel na inspecdo de residuos de agrotdxicos que
possam estar presentes nos produtos provenientes da agricultura e que serdo destinados a
exportacdo. Caso contrério, podera haver a perda de mercados internacionais. Neste contexto,

se faz necessario um método para analisar qualitativamente e quantitativamente diferentes
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tipos de agrotoxicos utilizados nas culturas e nos alimentos e produtos provenientes das
producdes agricolas.

Os agrotoxicos sdo definidos de acordo com a Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO) - Orgdo das Nagbes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura —
como quaisquer substancias ou misturas de substancias utilizadas para prevenir, combater ou
controlar quaisquer tipos de espécies indesejaveis de animais e plantas que possam causar
danos a culturas agricolas, seja durante 0 armazenamento ou processamentos dos produtos
agricolas; inclui-se também vetores de doencas que afligem humanos e animais (ZACHARIA,
2011).

Como préticas para identificacdo de residuos de agrotoxicos (que sdo conhecidos
também pelas denominacGes de pesticidas ou defensivos agricolas) que possam estar
presentes em produtos com origem agricola ha& diferentes tipos de biossensores. Um
biossensor, de acordo com Lee (2008), € um dispositivo que contem um elemento de
bioreconhecimento juntamente com um transdutor que converte este reconhecimento em um
sinal interpretavel. O reconhecimento baseia-se em mecanismos bioquimicos ou bioldgicos e
as respostas quimicas e fisicas que ocorrem devido a interacdo do elemento de
reconhecimento e do analito depende da concentracdo do analito na amostra (BANICA,

2012). A Figura 1 esquematiza a configuracdo de um biossensor.

Unidade
O ~ Elementode  Transdutor processadora
reconhecimento (B) de sinal (C)
(componente
biolégico) (A)

Analito-alvo —

Figura 1. Componentes funcionais de um biossensor: a detec¢do do analito é feita pelo elemento de
reconhecimento que gera um sinal A que é convertido pelo transdutor B e processado em C, que gera um sinal a
ser analisado (CALIL; SILVA, 2011).

Como o sinal do biossensor precisa ser convertido pelo transdutor para haver
interpretacdo dos sinais da interagdo, ha diferentes tipos de transdutores. Dentre esses ha os
que se baseiam em respostas quimicas e fisicas; na quimica é feito um monitoramento apenas
das concentracdes de diferentes espécies quimicas e dos sinais dos produtos resultantes da
interacdo entre analito e elemento de reconhecimento. Os transdutores fisicos estdo voltados

para traduzir os sinais de como o analito modifica o elemento de reconhecimento: como sua
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massa (transdutores piezoelétricos), indice de refracdo, resistividade elétrica e propriedades
dielétricas (BANICA, 2012). Os transdutores opticos se baseiam na luz emitida devido
determinadas reacdes quimicas e/ou bioldgicas que ocorrem no biossensor, transdutores
calorimétricos fazem a deteccdo do analito levando-se em consideracdo para isso o calor
envolvido na reagdo quimica. No entanto, os transdutores eletroquimicos sdo 0s mais
utilizados nos biossensores devido a seu tamanho e a facil instrumentacao (LEE, 2008).

Quando o material bioldgico a ser utilizado no biossensor € uma enzima este recebe a
denominagdo de biossensor enzimatico, e a andlise do analito é feita de acordo com a
atividade enzimatica antes e depois da inibicdo. Marques & Yamanaka (2008) descrevem
alguns biossensores para deteccdo de pesticidas, dentre esses um biossensor potenciométrico
para deteccdo de organofosforados em 4&gua por imobilizacdo reticulada da enzima
butilcolisterase com glutaraldeido; um de deteccdo Optica também de organofosforados
baseado na enzima acetilcolinesterase; biossensores do tipo impresso para deteccdo de
carbamatos em vegetais e frutas; biossensores baseados em enzimas tirosinases, peroxidases e
fosfatases também sdo utilizados para deteccdo de herbicidas.

O grupo de pesquisa do professor Dr. Eduardo de Faria Franca e colaboradores
“desenvolveu” um nanobiossensor baseado em inibicdo enziméatica para deteccdo de
herbicidas, utilizando para isso técnicas de modelagem molecular. Este nanobiossensor foi
posteriormente produzido e testado experimentalmente pelo mesmo grupo de pesquisa do
professor Fabio de Lima Leite da UFSCar (campus Sorocaba). Nos nanobiossensores 0
componente biolégico é imobilizado em aparelhos de deteccdo nanoescalar, e é capaz de
detectar analitos com concentragfes baixas como 10™*® mol.L™. Neste nanobiossensor a
enzima acetil-coenzima A carboxilase (ACCase) foi imobilizada na ponta funcionalizada de
um microscépio de forca atbmica (atomic force microscope — AFM) para detectar herbicidas
inibidores da ACCase, por meio da forca de interacdo entre a enzima e o herbicida (FRANCA
etal., 2011).

O microscopio de forga atdbmica tem como principio medir forcas de interacdo, que
podem ser atrativas ou repulsivas, para construir imagens topograficas em resolucdes
atdmicas de inimeros tipos de materiais. Ele surgiu do esforco de Gerd Binnig, Calvin Quate
e Christoph Gerber para solucionar a limitagdo da microscopia de tunelamento (scanning
tunneling microscopy — STM) que tinha o requisito de que as amostras fossem condutoras.
Assim, o AFM verificaria as forgas de interacdo entre a ponta de sondagem e a amostra e ndo
a condutividade da amostra. No AFM, a ponta de sondagem esta ligada a um cantilever (uma

‘viga’ sustentada apenas em um lado) e quando ocorre a interacdo entre a ponta e a amostra e
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o cantilever sofre uma deflexdo que é medida por um detector (MEYER, 1992). Uma

representacdo dos componentes principais de um AFM esta ilustrada na Figura 2.

detector

cantilever

varredura

J/

Figura 2. Representacdo geral dos principais componentes de um microscépio de forca atbmica (Adaptado de
VILATA-CLEMENTE; GLOYSTEIN, 2008).

O cantilever tem geralmente um formato retangular ou a forma de V, a ponta pode ser
em formato piramidal com base quadrada ou em formato de cone e sdo geralmente de nitreto
de silicio, enquanto a parte superior do cantilever é coberta por uma superficie refletora como
aluminio ou ouro para que possa haver a deteccdo da deflexdo causada devido a forca de
interacdo. A forca é medida em funcdo da distancia entre os atomos da ponta do AFM e o0s
atomos da superficie da amostra que é calculada medindo-se a deflexdo (Ax) que o cantilever
sofre. Esse valor pode ser calculado, pois a constante de mola do cantilever (k) é conhecida, a
forca é entdo dada pela equacdo que representa a lei de Hooke, F = k Ax (BOWEN; HILAL,
2009).
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Devido a essa forca que pode ocorrer entre a ponta do AFM e a amostra é possivel
entdo caracterizar superficies de matérias e também medir forcas de interacdo entre moléculas
como uma enzima e um herbicida, caso a ponta for funcionalizada com um material
bioldgico. No funcionamento do AFM as varreduras na amostra podem ser feitas no modo de
contato ou no modo de ndo contato, ambos definidos pela distancia entre a amostra e a ponta
do AFM. O modo de contato acontece na regido repulsiva entre a amostra e a ponta do AFM
quando o cantilever fica a poucos A de distancia da amostra e as forcas interatdmicas s&o
repulsivas, entdo a deflexdo do cantilever ocorre na dire¢cdo oposta da amostra. No modo de
ndo contato as forgas sdo atrativas e as interacfes de longo alcance como forcas de van der
Waals e eletrostaticas sao observadas (MEYER, 1992).

Quanto aos modos de operacdo do AFM, ha os modos estaticos e 0s modos dinamicos;
no modo estatico as deflexdes do cantilever ocorrem de acordo com a forca F que atua sobre a
ponta, neste modo ha duas subdivisfes: a) deflexdo continua na qual se regula a distancia
entre ponta e amostra; e b) deflexdo variavel, onde a deflexdo do cantilever € monitorada para
variar de modo que a forca permaneca constante. No modo de operacdo dinamico o cantilever
oscila proximo a sua frequéncia de ressonancia (BOWEN; HILAL, 2009; VILATA-
CLEMENTE; GLOYSTEIN, 2008). A varredura feita pelo AFM permite entdo que se facam
as medidas da forca de interacdo que ocorre entre a ponta funcionalizada e a amostra.

Para a obtencdo do nanobiossensor enzimatico, com a ponta do AFM funcionalizada
com a enzima ACCase, previamente foram feitas simulagdes de dindmica molecular com a
estrutura completada da estrutura do dominio CT (transcarboxilase) dessa enzima, cuja
estrutura cristalografica com cddigo 1UYR esta disponivel no Protein Data Bank. Célculos
de Dinamica Molecular foram feitos para verificar se 0 monémero ou dimero da enzima seria
0 mais adequado para a utilizagdo na experimentacdo nanobiossensor. O resultado mostrou
que a estrutura do dimero apresentou menor flutuacdo na conformacéo estrutural quando em
meio aquoso (Franca et al., 2011). Esta maior estabilidade ocorreu, pois no do dimero ha
maior interagdo eletrostatica entre residuos carregados com cargas opostas e menor repulséo
entre aminoacidos de cargas iguais. J& no monémero h& mais residuos carregados acessiveis
ao solvente e a interacdo destes com a agua aumenta a flutuacdo estrutural. Por esse motivo a
estrutura do dimero foi utilizada nos calculos para modelagem do nanobiossensor (Franca et
al., 2011). Com a utilizacéo do programa APBS foi possivel verificar as regides carregadas da
enzima para assim modelar a melhor forma de imobilizar esta na ponta do AFM por meio de

adsorcéo eletrostatica (Franca et al., 2011).
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Para medir as interacbes de sistemas especificos a ponta do AFM pode ser
funcionalizada quimicamente com diferentes tipos de materiais, essa técnica é chamada de
microscopia de forca quimica (BOWEN; HILAL, 2009). A funcionalizacdo consiste em
modificaces quimicas em superficies materiais de modo a melhorar a resposta e/ou modificar
0 comportamento da substancia de acordo com o interesse do trabalho em estudo. No
nanobiossensor desenvolvido por Franca, Leite e colaboradores, o microscopio de forca
atdbmica foi o aparelho utilizado para realizar as detec¢fes dos herbicidas. Na construcao
desse nanobiossensor a ponta do AFM foi funcionalizada quimicamente para possibilitar a
imobilizacdo da enzima acetil-coenzima A carboxilase (ACCase), em orientacdo que o sitio
ativo ficasse exposto para o analito.

Na modelagem e construcdo do nanobiossensor, a imobilizacdo da ACCase em uma
orientacdo especifica na ponta do AFM foi possivel por meio da anélise do potencial
eletrostatico da ACCase, calculado resolvendo a equacdo ndo-linear de Poisson-Boltzmann
no programa APBS (HOLST; BAKER; WANG, 2000). Esta metodologia permitiu prever as
caracteristicas da distribuicdo de cargas da enzima ACCase sem que fosse necessaria a
realizacdo de inimeros experimentos, que sao dispendiosos financeiramente e levam tempo
para alcancar essa orientacdo especifica. Na Figura 3 esta ilustrada o potencial eletrostatico
da ACCase obtido do programa APBS. Nela estdo mostradas as regides do sitio ativo com
cargas positivas (em azul) e uma regido em vermelho, negativa, onde a enzima foi
imobilizada na ponta do AFM. Com este conhecimento os célculos tedricos foram feitos com
a ponta funcionalizada com cargas positivas como R-NHs", para permitir que as regides do

sitio ativo ficassem em exposi¢do ao analito (FRANCA et al., 2011).
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Cas sitios ativos

—_—_ E—

Figura 3. Potencial eletrostatico (-5kgT/e até +5kgT/e) da ACCase (Adaptado de FRANCA et al., 2011).

Esse processo de funcionalizacdo é fundamental para a sensitividade e seletividade do
sensor, pois ha as interacBes especificas que precisam ocorrer entre a enzima e 0s herbicidas
qguando da utilizacdo do nanobiossensor, 0 que melhora a detec¢cdo das amostras. No trabalho
de Leite et al. (2013) os autores falam da importédncia da funcionalizacdo de um
nanobiossensor para a deteccdo dos herbicidas imazaquin e metsulfuron, no qual a
funcionalizacdo da ponta do AFM foi feita por um processo de vaporizacdo de 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES) na presenca de trietilamina, em seguida foi coberta por
glutaraldeido, a enzima acetolactato sintase (ALS) entdo foi imobilizada nessa superficie. Os
resultados mostraram que a forca de adesdo foi de 40 + 4 nN para a ponta do AFM
funcionalizada e 18 £ 2 nN para a ponta ndo funcionalizada, isso devido a interagédo
especifica entre o sitio ativo e a amostra, diferencga esta que resulta em melhores detecgoes.

O AFM pode entéo ser utilizado para determinar a forca de interagcdo entre a enzima e
a amostra que pode conter tipos diferentes de herbicidas. Essa interagdo depende da distancia
da amostra e seu uso € conhecido por espectroscopia de forga atbmica, em inglés atomic force
spectroscopy (AFS). A AFS ode ser realizada por local force (LFS) que verifica a deflexdo do
cantilever (forca em nN) e o deslocamento (em nm) do scaner piezoelétrico onde se encontra
a amostra, de acordo com a distancia entre o material bioldgico imobilizado na ponta do AFM
e a amostra. Com o conhecimento da constante de elasticidade do cantilever juntamente com a

sua deflexdo é possivel encontrar o valor da forca para a deflexdo sofrida em relagdo a
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distancia referente ao herbicida que se encontra presente na amostra. Depois, com um grafico
de forca em funcéo da distancia é possivel distinguir ruidos dos picos que indicam processos
de adesdo ou ruptura entre as moléculas, que varia entre a enzima e determinado herbicida
(FRANCA; AMARANTE; LEITE, 2010).

Apo6s a dindmica molecular e calculos no programa APBS, Franca et al. (2011)
utilizando atracamento molecular (molecular docking) entre a enzima e 0s herbicidas
(atrazina e diclofop) analisou a viabilidade da construcdo do nanobiossensor. Os resultados
mostraram que a energia de interacdo foi melhor para herbicida diclofop, o que forneceu
informacdes para afirmar que o diclofop deve ser detectado pelo nanobiossensor na interacéo
com a enzima com maior valor de forca de adesdo que a atrazina. Todos esses resultados
tedricos obtidos foram validados apos a fabricacdo do nanobiossensor, no qual a forca
especifica de adesdo entre a ponta do AFM com a enzima ACCase e o diclofop presente na
amostra foi de 103+£12nN e para a atrazina foi de 36+7 nN, e isso ocorre pois o diclofop é um
herbicida inibidor da ACCase enguanto que a atrazina inibe o fotossistema Il. Essa
metodologia foi, portanto capaz de prever esse resultado experimental de que o diclofop seria
detectado (FRANCA et al., 2011).

Os célculos de atracamento molecular podem, assim, fornecer informacfes prévias
sobre a viabilidade da construcdo de um nanobiossensor enzimatico para deteccdo de
determinadas classes de herbicidas, pois calcula a energia de interacdo entre receptor e
ligante. Energia que esté relacionada com a forca de interacéo, entre a enzima e o herbicida,
medida pelo nanobiossensor. Foi possivel verificar que herbicidas que sejam denominados
inibidores de enzimas especificas deverdo apresentar energia de interacGes mais favoraveis
que outras classes de herbicidas (FRANCA et al., 2011).

Levando-se em consideracdo que os calculos tedricos foram capazes de prever 0s
resultados do nanobiossensor enzimatico que detectou o herbicida diclofop, este trabalho teve
como objetivos avaliar e prever por meio das energias de interagcdo do atracamento molecular
a seletividade do nanobiossensor para deteccdo dos herbicidas das classes
ariloxifenoxipropionatos (fops) e ciclohexanodionas (dims) por meio de calculos de

modelagem molecular.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral:

Avaliar por meio de atracamento molecular e Dindmica Molecular a seletividade da
enzima ACCase aplicada a um nanobiossensor enzimatico para deteccdo de herbicidas fops e
dims e verificar o efeito da agua nesta seletividade.

2.2 Objetivos especificos:
¢ Avaliar a energia de interacdo entre a ACCase e 0s herbicidas bispyribac, clefoxydim,
clethodim, clodinafop, ethoxysulfuron, glifosato, imazaquin, metsulfuron, oxasulfuron,
pyrithiobac, propaquizafop e quizalofop através do atracamento molecular;
e Analisar as interagcdes intermoleculares dos complexos enzima-herbicida formados a
partir do atracamento molecular;
o Verificar o efeito da 4gua na seletividade e sensitividade do nanobiossensor por meio

de Dinamica Molecular e atracamento molecular.
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3. Fundamentos Teoricos

3.1 Agrotoxicos e herbicidas inibidores da ACCase

Substancias quimicas como 0s agrotoxicos sdo usadas com o objetivo de combater
pragas que afetam plantac6es e animais desde a Antiguidade Classica. Ha registros de mais de
3000 anos que relatam o uso de arsénico para controle de insetos nas culturas gregas e
romanas. A piretrina, um composto organico natural, extraido das flores de crisintemos
(Chrysanthemum sp) ja era utilizada a cerca de 2000 anos também como inseticida pelos
chineses. No deserto, p6 com piretrina era colocado nos gréos ou pendurando nas entradas das
tendas guardavam cereais (ALVES FILHO, 2002).

Outros pesticidas como a nicotina e a rotenona eram extraidas das raizes de timbé
(Derris sp) e utilizados como inseticidas; compostos a base de cobre, enxofre e mercirio
foram também usados para combater fungos na Europa no século XIX. A partir dai o uso de
substancias quimicas para controle de pragas comegou a aumentar e 0S compostos inorganicos
com esse uso foram chamados primeira geracdo dos agrotoxicos. No século XX, em 1932, o
primeiro inseticida desenvolvido por sintese organica a base de tiocianato foi comercializado
com o nome de Lethane 384, dando inicio a chamada segunda geracdo de agrotoxicos, cuja
atencdo principal foi a producédo de agrotdxicos organicos (ALVES FILHO, 2002).

Dentre estes agrotdxicos da segunda geracdo, um deles foi o DDT
(diclorocifeniltricloroetano), sintetizado pela primeira vez pelo cientista aleméo Otto Ziedler,
em1873, e teve seu uso como pesticida descoberto somente mais tarde, em 1939, pelo
quimico suico Paul Muller. Em poucos dias de uso, o DTT foi aclamado por seu amplo
espectro de atividade, insolubilidade, facilidade de aplicacdo e baixo custo, e eficicia em
matar as pestes, e logo se tonou utilizado no mundo todo. Foi utilizado também para dispersar
soldados na segunda Guerra Mundial e para combater mosquitos vetores da malaria
(ZACHARIA, 2011).

Foi somente ap6s a Segunda Guerra Mundial que se deu o uso intensivo de
agrotoxicos, porque havia nas industrias quimicas um excedente de venenos que eram
utilizados como armas quimicas, assim os fabricantes encontraram na agricultura um mercado
ideal para a destinacdo dos mesmos. Dessa forma, medidas como politicas para ampliar o uso
dos agrotdxicos e até modificacdes genéticas nas plantas para que estes pudessem reagir de

forma satisfatéria na presenca dos agrotoxicos, foram incentivadas. Esse uso intensivo de
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defensivos agricolas e as medidas tomadas para a expansdo do setor ficou conhecido como
Revolucdo Verde (LONDRES, 2011).

Com isso houve o surgimento de inimeras variedades de agrotoxicos, que podem ser
classificados de acordo com trés principais abordagens: classificacdo fundada no modo de
acdo, classificacdo baseada nas pragas que combatem, e, por ultimo, de acordo com 0 grupo
quimico do qual fazem parte. De acordo com seu modo de a¢édo, 0s agrotoxicos se incluem em
duas classificacOes: sistémicos ou de translocacdo e agrotoxicos de contato ou ndo sistémicos
(VARSHNEY; SONDHIA, 2008). Os primeiros agem de modo a entrar no sistema vascular
da planta, enquanto que os n&o sisttmicos ndo entram no sistema vascular, afetando assim o
local em gue entram em contato (ZACHARIA, 2011).

A classificacdo de acordo com as pragas que controlam ou combatem se divide em:
inseticidas, com uso para o controle de insetos; herbicidas para o controle de plantas daninhas;
fungicidas, para o controle de fungos; raticidas para controle de roedores; acaricidas, para
acaros e carrapatos; moluscicidas usados para combate a moluscos; bactericidas para combate
as bactérias; avicidas para controle de passaros; algicidas para controlar e combater algas;
virucidas para combater virus (ZACHARIA, 2011).

A classificacdo quimica dos agrotoxicos se faz de acordo com o grupo quimico a que
pertencem. Ha quatro grupos quimicos maiores em que se classificam os agrotoxicos: 0s
organoclorados, os organofosforados, carbamatos, e piretrinas e piretroides (analogos
sintéticos das piretrinas). Os organoclorados possuem em sua estrutura pelo menos cinco ou
mais atomos de cloro, estes foram os primeiros agrotdxicos organicos sintéticos utilizados na
agricultura e na salde publica como inseticidas e, por ndo serem facilmente degradados
guimicamente e biologicamente, permanecem Varios anos no meio ambiente. Por sua vez, 0s
pesticidas organofosforados possuem um grupo fosfato em sua estrutura principal, cuja
formula é apresentada na Figura 4 (ZACHARIA, 2011).

Figura 4. Férmula geral de um pesticida organofosforado (ZACHARIA, 2011).

Os grupos R* e R? sdo grupos etila ou metila e os oxigénios podem ser substituidos por
atomos de enxofre em alguns compostos, X pode representar inmeros atomos ou grupos

substituintes. Os organofosforados sdo prejudiciais a vertebrados e invertebrados, pois inibem
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a enzima aceticolinesterase (AChE) o que leva a um acumulo do neurotransmissor
acetilcolina na sinapse, o que leva a espasmos nos musculos causando a paralisia e a morte.
Quanto aos danos ao meio ambiente, estes sdo facilmente decompostos por varias reacoes
quimicas e fisicas no ambiente (ZACHARIA, 2011).

Outra classificacdo quimica dos agrotoxicos ou pesticidas inclui os carbamatos,

derivados do acido carbamico, cuja formula geral esta ilustrada na Figura 5.

R'—oO R2
C—N
//
o/ R3

Figura 5. Férmula geral de um agrotéxico carbamato, R* é um grupo &lcool, R? é um grupo metil e R® um
hidrogénio (ZACHARIA, 2011).

Carbamatos oxima e arilas possuem altas toxicidades a insetos e mamiferos por inibir
a acetilcolinesterase, porém essa inibigao é “reversivel” em rela¢do aos organofosforados. O
termo reversivel se refere a taxa de descarbamatacdo da enzima (organofosforados e
carbamatos se ligam covalentemente a AChE) que ocorre em tempo que permite uma
regeneracdo da enzima acetilcolinesterase, ja a inibicdo por organofosforados requer que haja
sintese de nova proteina para que sua atividade ndo cesse (ZACHARIA, 2011; TAYLOR,
2012).

Os agrotoxicos que compreendem a classe dos piretroides sdo analogos sintéticos das
piretrinas, substancias da Chrysanthemum cinerariaefolium, agem nas pragas de insetos que
sdo seu alvo, tem baixa toxicidade em mamiferos e sdo facilmente biodegradadas. A
substancia ativa que age como inseticida séo ésteres opticamente ativos derivados dos acidos
(+)-trans-crisantémico e (+)-trans-piretroico. As piretrinas de origem natural tem
fotoinstabilidade, ja as modificacbes feitas a elas conferem uma maior estabilidade
(ZACHARIA, 2011).

Na classificacdo de acordo com as pragas que combatem ha os herbicidas, que sdo a
classe dos agrotoxicos ou defensivos agricolas utilizados para controlar e matar plantas
daninhas que podem afetar areas de culturas agricolas, areas urbanas e outros locais. Por
séculos sais e cinzas foram utilizados com esse objetivo, controles seletivos sé foram
utilizados pela primeira vez em 1896 na Franca com o uso da cauda bordalesa para impedir
gue plantas daninhas de folhas largas afetassem videiras. Descobriu-se mais tarde que o
sulfato de cobre presente na calda era a substancia responsavel pelos efeitos que causavam a

morte das plantas daninhas. Entre 1898 e 1908 varios outros tipos de herbicidas como cloreto
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de sodio, bissulfureto de carbono, arsenito de sodio foram desenvolvidos, porém ndo eram
seletivos (VARSHNEY; SONDHIA, 2008).

Posteriormente, com a descoberta da atividade do 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) como herbicida, sintetizado em 1941, houve o impulsionamento da
producdo de outros herbicidas como monuron, linuron, silvex, MCPA (&cido 4-cloro-2-
metilfenoxiacetico) e 2, 4, 5-T (acido 2,4,5-Triclorofenoxiacético). Em 1970 foi introduzido o
uso do glifosato que fazia um étimo controle de gramineas perenes e de plantas daninhas de
folhas largas (VARSHNEY; SONDHIA, 2008).

H& também uma classificacdo quimica para os diferentes tipos de herbicidas,
classificacdo esta utilizada pela Sociedade Cientifica de Plantas Daninhas da América, em
inglés, Weed Science Society of America (WSSA), que inclui herbicidas inorganicos e
organicos. Os Ultimos compreendem os grupos: alifaticos, amidas, ariloxifenoxipropionatos,
benzoicos, bipiridiliuns, carbamatos, ciclohexanodionas, dinitroanilinas, difenil éteres,
imidazolinas, isoxazolidinonas, nitrilas, oxadiazois, oxadiazolidas, fenois, fenoxiécidos, N-
fenilftalimidas, ftalamatos, piraz6liuns, acidos picolinicos, piridinas, quinolinas,
sulfoniluréias, tiocarbamatos, triazolopirimidina sulfonamida, triazolinonas, triazinas, uracila,
ureias, entre outros (VARSHNEY; SONDHIA, 2008).

Herbicidas sdo distinguidos também por serem seletivos e ndo seletivos, dependendo
do seu espectro de atividade. Os seletivos matam apenas determinadas espécies de plantas
daninhas sem prejudicar outros tipos de plantas que sdo desejaveis, como a cultura na qual é
aplicado. Enquanto que os ndo seletivos afetam tanto seu alvo bem como outras plantas que
ndo se deseja combater e afetam também espécies animais (ZACHARIA, 2011). O modo de
aplicacdo dos herbicidas pode ser feito diretamente no solo ou aplicado nas folhas.
Geralmente a aplicag@o no solo € feita antes do plantio, antes da colheita ou em situacdes de
emergéncia com plantas daninhas; esses trés tipos de aplicacdo sdo chamados de pre-
plantacdo, pré-emergéncia e pds-emergéncia. A aplicacdo nas folhas € feito pos-emergéncia
(VARSHNEY; SONDHIA, 2008).

Ha duas familias de herbicidas que sdo inibidores da enzima acetil-coenzima A
carboxilase: os ariloxifenoxipropionatos (fops) e as ciclohexanodionas (dims), estes também
sdo conhecidos como graminicidas. Ambas as classes incluem herbicidas seletivos e
sistémicos. A férmula geral da classe dos fops esta representada na Figura 6. O R’ se refere a
grupos arilas, oxi diz respeito a oxigénio ligado a este grupo arila, o fenoxi diz sobre o anel
benzeno ligado a um oxigénio, e o propionato faz referéncia a porcéo do herbicida que tem o

acido propionico, R’ é um grupo éster, pois alguns herbicidas séo preparados como ésteres de
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seus acidos (GRIFFIN, 2012). Os herbicidas dessa classe estudados neste trabalho foram o
clodinafop-propargil, que é degradado em menos de um dia a clodinafop e os herbicidas
propaquizafop e quizalofop, os trés herbicidas sdo de aplicacdo feita em pos-emergéncia em

culturas de algodao, soja, trigo, tomate, amendoim, cebola e feij&o.

Figura 6. Férmula geral dos herbicidas do grupo dos ariloxifenoxipropionatos (GRIFFIN, 2012).

A classe das ciclohexanodionas (Figura 7) tem uma estrutura bésica que consiste de
um anel cliclohexano com a ligacdo dupla na posi¢do 1, uma carbonila na posi¢do 3, os
grupos das posicdes 2 e 5 podem variar bem como os grupos R’ e R”’ (GRIFFIN, 2012). Os
dims estudados foram os herbicidas clefoxydim de litio utilizado em culturas de arroz, e o
clethodim utilizado nas culturas de soja, batata, alface e beterraba. Ambos utilizados para
aplicacdo pds-emergente. Na Figura 8 estdo ilustradas as estruturas dos herbicidas fops e dims
que foram estudados neste trabalho.

H5C28:CHCH2 3
CHs

Figura 7. Frmula geral dos herbicidas da classe das ciclohexanodionas (GRIFFIN, 2012).
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Figura 8. Herbicidas fops e dims. Pode-se verificar no clefoxydim e clethodim os anéis da ciclohexanodionas e
os grupos alquila (propil e etil) na porcdo oxima dos herbicidas. Entre os fops as regies em comum: a
hidrogquinona substituida e o &cido propanoico.
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3.2 Acetil-Coenzima A Carboxilase (ACCase)

A molécula de malonil-CoA, a qual é a acetil-CoA (Figura 9) com seu grupo acila
ativado pelo CO,, é um intermediario para a sintese de &cidos graxos pelo complexo
multienzimatico &cido graxo sintase. Como a condensacdo de grupos acila (de dois acetil-
CoA, por exemplo) € um processo endergdnico, e essa condensacao € crucial para a formacéo
de &cidos graxos, a ativacdo do acetil-CoA pelo grupo CO; (que € um bom grupo de saida)
torna o carbono situado entre o carbono da carbonila e da carboxila um bom nucleéfilo, o que
da inicio a sintese de lipidios (NELSON; COX, 2002).

MNH,
HO O

D ':' vy N HN

P- ’
YSWN/J\/\NJ‘\‘X‘/D“P;D O <Nf';

S 0 N
9 H H OH 0O OH ~J
RO o oH
Ho™ ™

Figura 9. Estrutura da acetil-CoA.

A acetil-coenzima A carboxilase (ACCase) € a enzima dependente da biotina que
catalisa essa carboxilacdo do acetil-CoA para malonil-CoA. A biotina (Figura 10) é uma
vitamina também conhecida por vitamina H, vitamina B7 ou vitamina B8, que se liga a uma
lisina da ACCase e atua como grupo prostético dessa enzima. A ACCase possui 0s dominios
biotina carboxilase (em inglés biotin carboxylase - BC), transcarboxilase (carboxyltransferase
- CT) e uma proteina carreadora de carboxil-biotina (biotin carboxyl carrier protein - BCCP),
na qual a biotina esta ligada covalentemente. (TONG, 2013).

Em mamiferos, fungos e outros organismos eucarioticos os dominios BC, CT e BCCP da
ACCase se apresentam em um unico polipeptidio multifuncional, enzima com multidominios;
ja em células procarioticas estes dominios se apresentam trés subunidades separadas. No

entanto, ha espécies que apresentam diferentes formas da enzima algumas como hibridos
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dessas duas formas maiores (NELSON; COX, 2002 & TONG, 2013).
O

X

HN” “NH
H H

11" COOH

Figura 10. Estrutura da biotina.

A ACCase converte entdo a acetil-CoA a malonil-CoA em duas etapas. Na primeira ha
a carboxilacdo, no dominio BC, de uma biotina ligada covalentemente a uma lisina da
proteina carreadora de carboxil-biotina (BCCP), reacdo que consome energia através da
adenosina trifosfato (ATP). Posteriormente, no dominio CT, ha a transferéncia do CO, para a
acetil-CoA, convertendo-a em malonil-CoA (ZHANG; TWEEL; TONG, 2004). Neste passo,
a carboxilacdo da biotina no dominio BC, se da pela doacdo de uma molécula de CO,
procedente de um hidrogenocarbonato para a biotina, na segunda etapa o dominio CT catalisa
a transferéncia do CO, para o substrato, acetil-CoA. Como dito, a biotina se liga
covalentemente a um CO; e depois o transfere para o substrato, desse modo, como cada um
desses passos ocorrem em dominios diferentes, a biotina precisa se mover entre o0 BC e CT.
Isto ocorre por meio da proteina carreadora de carboxil-biotina. O mecanismo que tem sido
aceito para essa movimentacdo da biotina descreve-a como um “braco”, ligado a BCCP, que
se movimenta entre as duas subunidades para que haja esta translocacdo (TONG, 2013). Este

esquema esta ilustrado na Figura 11.
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Figura 11. Esquema da translocacdo da biotina entre BC e CT (adaptado de TONG, 2013).

Nos mamiferos, ha duas isoformas da ACCase: ACCase 1 ou ACCase a ¢ ACCase 2
ou ACCase B. A ACCase 1 estd no citoplasma e controla a taxa limitante de velocidade da
biossintese de acidos graxos no figado e tecidos adiposos. A ACCase 2 esta relacionada a
membrana mitocondrial por meio de uma sequéncia de 140 residuos (que ndo existem na
ACCase 1) no aminoterminal. Ela estd expressa nos tecidos musculares e do coracdo e
também no figado (TONG, 2013).

Em plantas, a ACCase localizada nos plastidios € denominada ACCase 1, esta produz
malonil-CoA que é usada para a biossintese de acidos graxos de cadeia longa, ja a ACCase 2
das plantas esta localizada no citoplasma e é importante para 0 metabolismo secundario, na
sintese de acidos graxos de cadeia grande, sintese de flavonoides, ceras, e atua também no
desenvolvimento embrionario. A ACCase 1 das dicotiledéneas € uma enzima com
subunidades, similar a dos procaridticos. Enquanto que, nos plastidios das gramineas, se
assemelha a ACCase multi-dominios dos eucaridticos, esta Ultima é alvo de herbicidas
inibidores (TONG, 2013), especificamente um ter¢o do C-terminal no dominio CT (ZHANG;
TWEEL,; TONG, 2004).

Estudos experimentais feitos h& alguns anos com a ACCase do milho (Pionner hybrid
‘3780”) na presenca do haloxyfop, diclofop e tralkoxydim j& mostravam que a incorporacdo
de H™CO; era dependente da presenca da acetil-CoA e do ATP. E quando havia a presenca
de 1 pmol.L™ dos herbicidas haloxyfop e tralkoxydim 40% da atividade enzimética da

ACCase era inibida neste estudo. No qual, a medida da inibi¢cdo da atividade da ACCase
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variou de acordo com a concentragdo dos herbicidas, pois cerca de 25% da atividade
enzimética foi inibida com a presenca de 125 nmol.L™; enquanto, que em uma quantidade
maior de 75 pmol.L™ de herbicida a inibicéo da atividade enzimética chegou a 80% (SECOR;
CSEKE, 1988).

Em estudos anteriores, o complexo formado pelo dominio CT da enzima com o0s
herbicidas diclofop e haloxyfop foi sintetizado e determinado por cristalografia de raios X. Os
resultados mostraram que o modo de ligacdo do herbicida haloxyfop no dominio CT
apresentou interacdes m-m entre o grupo piridil e os residuos de aminoacidos TYR-1738 e
PHE-1956; ligagOes de hidrogénio com um dos oxigénios do carboxilato com as amidas da
cadeia principal dos residuos ALA-1627 e ILE-1735; interacdes de van der Waals do grupo
metil do haloxyfop e os residuos ALA-1627 e LEU-1705; e a regido do trifluorometil se
apresentou sobre o plano do TRP-1924 (ZHANG; TWEEL; TONG, 2004). Esses dados sé&o
importantes, pois podem dizer sobre elementos de reconhecimento feito pela enzima em
relacdo aos herbicidas da classe dos fops.

Também foi determinada por Xiang et al. (2009) a estrutura cristalografica do dominio
CT da enzima ACCase complexada ao herbicida tepraloxydim. Nesta estrutura, o anel
ciclohexanodiona do tepraloxydim ficou entre os residuos da GLY-1734 e VAL-2024; um dos
oxigénios da ciclohexanodiona fez ligacdo de hidrogénio com as amidas da ALA-1627 e da
ILE-1735, enquanto o outro oxigénio realizou ligacdo de hidrogénio com a amida da GLY-
1998. A ligacdo dupla da regido oxima estd proxima aos residuos GLY-1734, ILE-1735,
GLY-1997 e GLY-1998. O grupo etil dessa mesma regido esta posicionado em uma regiao
predominantemente hidrofébica constituida dos residuos alanina, serina, valina e leucina
(XIANG et al., 2009). Estes dados mostram interagcdes que podem ser cruciais na inibi¢cdo da
enzima ACCase pelos herbicidas da classe dos dims.

Essas interacGes intermoleculares que ocorrem entre as moléculas bioldgicas sdo de
extrema importancia entre um ligante e um biopolimero, como no caso de complexos enzima-
substrato, complexos antigeno-anticorpo e farmaco-receptor porque nesses complexos ha no
ligante grupos funcionais que interagem com grupos especificos de um sitio no biopolimero,
assim contatos intermoleculares especificos devem ocorrer no complexo. Como resultado,
alguns ligantes s6 formam complexos com determinadas biomacromoléculas. Ha entdo
ligantes que se assemelham aos substratos especificos das enzimas pelo fato de fazerem as
mesmas interacBes que o substrato, tem-se assim os farmacos, os herbicidas entre outros.

Nessas interacdes intermoleculares, ligacbes de hidrogénio e interagcdes hidrofébicas séo
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responsaveis também pela conformacdo espacial das estruturas biolégicas como proteinas,
enzimas, acidos nucleicos e membranas celulares (ATKINS, 2011).

Interacdes entre grupos apolares também sdo importantes na formacdo dos complexos.
Isso ocorre, pois nos sitios ativos de muitas enzimas ha bolsos e regides hidrofobicas que se
ligam a regides apolares do ligante, h4 entdo o efeito hidrofobico, na qual a aglomeracéo de
grupos apolares aumenta a entropia do solvente. Interacdes eletrostaticas também fazem parte
das interacOes intermoleculares na formacdo dos complexos, ja que no meio do sitio da
enzima a permissividade relativa pode ser menor e 0s grupos carregados se atraem. Ha
também interagdes de empacotamento 7, na qual sistemas 7 se agrupam em orientacdo quase
paralela (ATKINS, 2011).

As interagdes m-m ou empacotamento T OCorrem entre sistemas 7 ricos em elétrons e
sistemas 7 pobres em elétrons que leva a uma maior estabilidade para o dimero. Trabalhos
com estruturas do Protein Data Bank analisando-se o ndcleo das enzimas para estudar a
conformacdo das interagdes © -  Nos residuos de aminoacidos fenilalanina, tirosina, histidina
e triptofano mostram que as interagdes - m ocorrem em duas orientagdes mais comuns: uma
quase paralela denominada 1p, e em forma de T denominada 1t. Agentes medicinais que
possuem por¢des aromaticas devem sua acdo em parte devido a interacbes com anéis
aromaticos dos aminoacidos das enzimas. Para esses aminoacidos a distancia dos centros de
massa do sistema 7 foram menores que 12A com um valor minimo de 7,5A. Para as distancias
de contato mais proximas entre os atomos desses residuos o valor encontrado foi de 4,5 a 5A.
(MCGAUGHEY; GAGNE; RAPPE, 1998).

Os herbicidas fops e dims sdo ambos seletivos para as gramineas, € ndo resultam na
morte da planta da cultura em que o herbicida é aplicado. A seletividade desses herbicidas da
ACCase ocorre devido ao fato de que a forma da enzima difere entre dicotileddneas e
monocotileddneas, embora ambas possuam a ACCase nos cloroplastos e no citoplasma. Nas
primeiras, a ACCase procaridtica possui varias subunidades e estd no cloroplasto, no
citoplasma se encontra a ACCase eucaridtica (uniproteica), jA& as monocotileddneas tém
apenas a forma eucaridtica, que esta tanto no citoplasma quanto nos cloroplastos. Assim,
quando ocorre a acdo do herbicida apenas a forma eucaridtica € inibida, o que faz com que
apenas as gramineas caiam em detrimento, pois a enzima procariética das dicotiled6neas é
suficiente para a producdo de malonil-CoA para a sobrevivéncia da planta (MARCHI,
SANTOS MARCHI; GUIMARAES, 2008).

Como os lipideos sdo fundamentais na producdo de fosfolipidios para a formacdo de

membranas, de cuticulas, e de suberina nas estrias de Caspary das células endodérmicas, além
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de ser fonte de energia. Quando a biossintese de malonil-CoA e, assim, de lipideos é inibida
por algum herbicida especifico o crescimento e o desenvolvimento da planta daninha sdo
interrompidos (GRIFFIN, 2012). Apo6s a aplicacdo, as plantas sensiveis aos herbicidas
apresentam os primeiros sintomas nas regiGes meristematicas, na qual a sintese de lipideos
para membranas é maior, nessas regides ocorre descoloragdo e desintegracdo. As folhas ficam
avermelhadas e arroxeadas, e as folhas novas morrem entre uma e trés semanas por clorose
(OLIVEIRA JR, 2011).
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3.3 Atracamento Molecular

O atracamento molecular € um dos métodos de modelagem molecular e busca, por
meio de avaliagOes de energias livres de ligacdo, predizer o modo de ligagdo entre um ligante
e um receptor, especificamente na regido do sitio ativo da molécula receptora, que pode ser
uma proteina, anticorpo, enzima, DNA, RNA, lipidios, polissacarideos, um polimero, entre
outros. A metodologia do atracamento molecular é divida em dois subproblemas que sdo o
docking e o scoring. O docking se refere aos algoritmos que investigam uma hipersuperficie
de energia para prever a conformacdo e a orientacdo de uma molécula ligante em relagdo ao
alvo molecular, chamado de receptor. O scoring se ocupa do modelo de avaliacdo da energia
livre de ligacdo, que seja viavel computacionalmente, para verificar de forma adequada dentre
os diversos modos de ligacdo aquele que possui a maior afinidade de ligacio (MAGALHAES,
2006).

As avaliacOes de energia sdo feitas rapidamente devido ao fato de ser feito um pré-
calculo dos potenciais de afinidade de cada atomo do substrato, ligante, relativamente a regido
da enzima onde o atracamento serd realizado. A biomolécula em sua totalidade ou alguma
regido especifica dela é colocada em uma grade tridimensional que possui um atomo (probe
atom) que investiga os pontos da grade onde a enzima estd imersa e grava uma grade de
afinidade para cada atomo do ligante, que € gerada de acordo com os &tomos da enzima.
Desse modo, sdo gerados mapas de grid, sendo um para cada tipo de atomo presente no
ligante, esses mapas sdo requeridos pelo software AutoDock para a realizacdo do
atracamento. A Figura 12 ilustra um mapa de grid e o espacamento padrdo dos pontos de
grade é de 0,375A (MORRIS et al., 2001).
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Figura 12. Esquema de um mapa de grid (Adaptado de MORRIS et al., 2001).

Depois do mapa de grid ser colocado em determinada regido da enzima, a energia das
configuracdes que o substrato (ligante) assume sdo avaliadas através de interpolacéo tri-linear
dos valores de afinidade dos oito pontos de grid que estdo ao redor do probe atom. A
interacdo eletrostatica é calculada de modo similar, por interpolacdo dos valores de potencial
eletrostatico multiplicado pela carga de cada atomo, o termo eletrostatico € avaliado
separadamente para permitir um maior controle das cargas atdmicas do substrato (MORRIS et
al., 2001). O tempo dos calculos de atracamento molecular depende apenas da quantidade de
atomos no substrato e independe da quantidade de atomos do receptor. O programa utilizado
para esses calculos foi 0 AutoDock 4.0 com a interface AutoDockTools (ADT).

O programa foi validado por testes com complexos de proteinas-ligantes que haviam
sido caracterizados por cristalografia de raios X. Dentre estes testes foram incluidos
complexos da fosfocolina ligada a um anticorpo, N-formiltriptofano ligado a quimotripsina e
N-acetilglucosamina ligado a lisozima. Os resultados de atracamento para a maioria dos testes
reproduziram os complexos cristalograficos. Em outros casos o programa foi utilizado para
prever interacdes entre complexos antes da analise cristalografica e foi bem sucedido na
previsdo (MORRIS et al., 2001).



39

A formagdo do complexo enzima-ligante depende da entropia e entalpia. O efeito
hidrofobico afeta a entropia do solvente, pois na formacdo do complexo regides apolares do
sitio ativo sdo ocultadas por regiGes apolares do ligante, desse modo a regido sofre
dessolvatacdo e mais moléculas de &gua sao liberadas para o meio da solugdo, o que aumenta
a entropia. Por outro lado, quando hé a formacdo do complexo alguns graus de liberdade sdo
perdidos para que haja maior estabilizacido do mesmo, e ha diminuicdo na entropia
conformacional devido a menor mobilidade dos angulos diedros durante a formacdo do
complexo. A contribuicdo entalpica vem da entalpia da formacdo do complexo que pode ter
um valor negativo ou positivo, e diz respeito se o complexo é mais favoravel do que herbicida
e enzima ndo complexados. Dessa forma, estes efeitos entalpicos e entrépicos da formacéo do
complexo podem ser estimados com as equacdes (1) e (2) abaixo, referente a energia de Gibbs
(MAGALHAES, 2006).

AGjig= AH-TAS 1)

AG%g=-RT InK; (2)

A segunda equacdo (2) mostra a relacdo da constante de inibicdo com a energia livre
de ligacdo, assim, se a constante de inibicdo, que pode ser medida experimentalmente, for
conhecida € possivel calcular o valor da energia livre de Gibbs. A maioria dos programas de
atracamento molecular utiliza funcdes de energia potencial baseados nos campos de forca da
mecanica Cléssica para avaliar a energia (MAGALHAES, 2006).

O programa AutoDock utiliza um campo de forga semi-empirico para calcular as
energias livres de ligagdo das conformagfes dos ligantes durante as simulagdes de
atracamento. Este campo de forca é parametrizado usando um grande nimero de complexos
receptor-ligante, cujas estruturas e constantes de inibicdo séo conhecidas. O campo de forga
avalia, entdo, a energia de interagdo em dois passos: primeiro as interacfes intramoleculares
em gue o receptor, macromolécula, e o ligante estdo no estado ndo-ligado e vao para o estado
ligado; depois avalia suas interacGes intermoleculares das conformagdes de ambos nos estados
de interacdo intramolecular ligados para as intera¢fes intermoleculares quando hé a formacao
do complexo receptor-ligante, estas interacdes estdo representadas na Figura 13 (MORRIS et
al., 2012).
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Figura 13. Representacdo das interagGes intra e intermoleculares do receptor, proteina, e o ligante (Adaptado de
MORRIS et al., 2012).

A energia livre de ligacao é entdo calculada de acordo com a equacao:

AG—'I?L L Iyl. L _|_|17P P _IrP P |+|IrP L IerL .- ‘f‘AS "l (3)
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Onde, L se refere ao ligante e P a proteina, AScons Se refere a perda da entropia
conformacional devido a formacgdo do complexo proteina-ligante. Os seis pares de avaliacdo
de energia incluem interacdo de van der Waals, ligacdes de hidrogénio, interacGes
eletrostaticas, e o Ultimo termo € a dessolvatacao.
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Os valores de W representam constantes de ponderacgéo e sao otimizadas para calibrar
a energia livre empirica a partir de valores de constantes de inibi¢cdo calculados
experimentalmente. O primeiro termo usa potenciais 6/12 de Lenard-Jones para calcular as
atracdes e repulsdes e utiliza parametros do campo de forca AMBER, o segundo termo se
refere as ligaces de hidrogénio e usa potenciais 10/12, os parametros C e D sdo atribuidos de
modo a fazer com que o maximo da profundidade do poco de ligagBes de hidrogénio entre
oxigénio e nitrogénio e entre o oxigénio e o0 enxofre tenham energia de 5 kcal/mol com
distancia de 1,9A e 1kcal/mol em 2,5 A, respectivamente. E (t), se refere ao angulo (t) ideal
da ligacdo de hidrogénio (HUEY et al., 2007).
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O programa AutoGrid verifica essas ligagdes de acordo com os angulos, nas quais o
angulo ideal deve ter 180° entre o &tomo receptor da ligacdo de hidrogénio, o atomo de
hidrogénio e o atomo doador da ligacdo. A Figura 14 mostra essa informacdo, na qual o
atomo investigador ou de sondagem busca as ligagdes de hidrogénio de acordo com os a&tomos
do ligante e do receptor. O terceiro termo é a energia coulombiana para as interacbes
eletrostaticas. O potencial de dessolvatacdo, quarto termo, baseia-se no volume dos atomos

que cercam os demais, sendo uma barreira que os isola do solvente (MORRIS et al., 2012).

atomo de sondagem —

0~
b

ool macromolécula

— - - —

{ doador

Taceptor o ,

Figura 14. Angulo de uma ligacdo de hidrogénio ideal, atracamento receptor-ligante, nio ha ligagdo e
hidrogénio quando o angulo é 90° ou menos (Adaptado de MORRIS et al., 2001).

Para a busca pela melhor energia de interacdo o Autodock utiliza um Algoritmo
Genético Lamarckiano. Estes algoritmos genéticos sdo métodos computacionais estocasticos
que se baseiam na teoria da Evolucdo das Espécies de Charles Darwin. Os algoritmos
genéticos (AG) foram inventados na década de 1960 por Jonh Holland, juntamente com a
programacao evolucionaria. As estratégias de evolugdo e programacao genéticas constituem a
area chamada de Computacdo Evolucionista, que faz parte da area de inteligéncia artificial,
que abrange os metodos computacionais baseados na teoria da evolucdo de populacdes
bioldgicas naturais (MAGALHAES, 2006).

Assim, 0os AG sdo métodos de busca inspirados na genética e no processo de evolucéo
natural e trabalha com populacdo de individuos que evoluem por meio de processos de
selecdo em evolucdo. Cada individuo é uma estrutura de dados (cromossomo-que representa
cada conformacdo estrutural do ligante no sitio ativo da enzima), e cada um desses

cromossomos representa uma possivel solucdo ao problema a ser solucionado, uma funcéo
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aptiddo (equacdo 4) entdo verifica a qualidade de cada estrutura de dados que podem ser
solucgdes, se apresentarem boa solucdo possuem assim boa aptiddo para o problema. A
reproducdo dos individuos é feita por operadores genéticos de recombinacdo (crossover) e
mutacdo no cromossomo. Na recombinagdo conjuntos de genes do cromossomo, que
representam graus de liberdade torcionais do ligante sdo trocados. Na mutacdo apenas um
gene de um cromossomo, ou seja, apenas um grau de liberdade torcional da conformacéo
estrutural do ligante é modificado. (MAGALHAES, 2006). A Figura 15 descreve, de modo

geral, um algoritmo genético.

1. Inicialize a populagao de solugOes
2. Avalie os individuos da populagao
Repita
3. Selecione individuos para a reprodugao
4. Aplique operadores de reproducgao
5. Avalie os individuos gerados
6. Selecione individuos para sobreviver
Até critério de parada satisfeito
7. Fim

Figura 15. Algoritmo genético convencional (MAGALHAES, 2006, p.60).

Com essas 7 etapas resolve-se os subproblemas do atracamento molecular por meio da
funcdo de avaliacdo para a melhor energia do ligante. Em 1. determinadas quantidades de
conformacgdes do ligante iniciam a populacdo de solucdes (as melhores conformagbes com
menor valor de energia de interagdo); em 2. faz-se a avaliacdo dessas populagdes; em 3. as
melhores conformacdes séo selecionadas para a reproducdo em 4.; em 5. uma nova avaliacéo
¢ feita; em 6. a taxa de elitismo seleciona a quantidade de conformacgdes que serdo
preservadas para a proxima reproducdo. Quando a quantidade de conformaces com melhores
energias de interacdo sdo encontradas em 7. o célculo é finalizado.

Deste modo, os algoritmos genéticos sdo operados sobre uma codificacdo (genotipo -
conjunto de informacGes para a construgdo de um organismo) da solugédo procurada (fenotipo-
0 organismo). O cromossomo é uma cadeia de variaveis (genes) que representa 0s parametros
para o problema; no docking as diferentes conformagdes encontradas para o ligante sdo 0s
cromossomos e 0Ss genes sdo 0s graus de liberdade do ligante. A representacdo do
cromossomo é binaria, sendo este uma longa cadeia de digitos {0,1}", com 0 para verdadeiro

e 1 para falso. Depois de cada individuo gerado (a solucdo) uma fungéo de aptiddo ou fungéo
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de avaliagdo verifica se a solugdo gerada é a melhor. Os individuos com aptiddo melhor
passam seus genes para 0s proximos individuos que serdo também avaliados quanto a aptidédo
(MAGALHAES, 2006).

Na selecdo para a geracdo de novos individuos ha um parametro chamado Elitismo,
que copia um ou mais individuos de uma geragdo para a préxima geracdo para preserva-los de
serem perdidos em outra etapa de reproducdo. Em uma reproducéo individuos sdo gerados até
que formem a quantidade da populacdo determinada. A reproducdo os operadores de
recombinacdo atua de modo a trocar genes de dois ou mais cromossomos “pais” gerando dois
ou mais cromossomos filhos. Para isso ha um ponto de crossover (recombinacao) que “corta”
o0 cromossomo em determinado local, no qual havera as trocas de genes. J& o operador de
mutacdo determina a mudanca nos valores de um ou mais genes de um cromossomo “pai”
para gerar um novo individuo, assim o operador mutacdo faz uma pequena modificacdo no
cromossomo (MAGALHAES, 2006).
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3.4 Dindmica Molecular

A dindmica molecular é uma técnica computacional que se ocupa em determinar 0s
movimentos das particulas de sistemas quimicos, bioldgicos e fisicos, sendo para isso
necessario conhecer seus potenciais de interacdo com as demais particulas e as equagdes que
regem seu movimento (MORGON; COUTINHO, 2007). Ambos, potenciais e equacbes de
movimento, constituem o que se denomina campo de forca, que “é uma representagao fisica
de um sistema em simulagdes computacionais, que consiste de uma forma funcional e de um
conjunto de parametros de ajuste as suas respectivas fungdes” (MAGALHAES, 2006, p.16).
O campo de forca permite que se estude 0 modo como a configuracdo de um sistema evolui
de acordo com o tempo, o que possibilita determinar propriedades do sistema baseadas nas
leis da Mecéanica Cléssica e nos principios da Mecénica Estatistica. Com este método,
particulas que interagem uma com as outras que estdo em uma configuracdo inicial se
movimentam de acordo com potenciais de interacdo ligados e ndo ligados (MORGON;
COUTINHO, 2007).

A dindmica molecular desconsidera os movimentos eletrénicos e trata 0s 4&omos como
esferas rigidas que possuem carga e posi¢oes definidas, caracterizadas por energias potenciais.
O campo de forca define entdo os potenciais ligados: potencial harménico de ligacdo ou
linear, potencial harmdnico angular, e potencial torcional ou diedral; e os potencias nao-
ligados ou intermoleculares: potencial de van der Waals ou de Lenard-Jones e potencial de
Coulomb. Tem-se, assim, uma equacdo para avaliar o valor da energia potencial total
(AMARANTE et al., 2013).

Viotal = Va + Vp + V, + Vi +Vc (5)

Onde V4 ¢ a energia potencial de ligagdo entre dois atomos, Vg a energia do angulo de
ligacéo entre eles e V,, a energia torcional de um angulo diedro. Os dois Gltimos termos que se
referem aos potenciais ndo ligados e sao V;, potencial de Lenard-Jones e V¢, potencial de
interacOes eletrostaticas, dada pela equacdo de Coulomb. V4 é o potencial de ligacdo que ha
entre dois atomos, neste potencial a ligacdo covalente € modelada como um oscilador
harmonico classico. A equacéo (6) descreve a energia resultante do estiramento da ligagdo em
relacdo ao seu comprimento de equilibrio, do (AMARANTE et al., 2013).

Vg =Y kq (d - do)’ (6)

Onde d € o comprimento de ligacdo entre dois 4tomos i e j, do 0 comprimento de
equilibrio e kg a constante de forga eléstica. Na equacdo (7) esta descrito o potencial

harmonico angular que descreve a energia em relacdo aos desvios feitos a partir do angulo de
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referéncia formado entre trés atomos, 6 ¢ o angulo formado entre os trés atomos ligados, 6 é
0 angulo de equilibrio e ky é a forca para a tor¢do do angulo de ligacdo (AMARANTE et al.,
2013). As constantes kg e ky sdo determinadas pelos tipos de atomos que fazem a ligacao
covalente e que formam os angulos, elas informam a quantidade de energia necessaria por
unidade de comprimento para que haja determinado estiramento ou determinada tor¢do de um
angulo (MAGALHAES, 2006).

Vo =%k (0 - 09)? (7
V, =k, [1 + cos (ng + )] (8)

O potencial torcional, V,, refere-se aos angulos diedros, isto é, angulos formados por
quatro atomos ligados. Existem barreiras de energias que precisam ser superadas para que
haja torcdes especificas nesses angulos diedros. Na equacdo 8, que descreve o potencial
torcional, k, € a altura da barreira energeética para determinada tor¢éo, ¢ é o angulo diedro da
ligagdo do centro em relacdo as quatro atomos, 6 € a diferenca de fase desse angulo que pode
assumir os angulos 0° e 180° e n é o nimero de minimos na curva de energia potencial pelo
angulo de torcdo (AMARANTE et al., 2013). A Figura 16 ilustra os trés tipos de interacdes

ligadas.

(A) (B) (C)

Figura 16. Termos dos potenciais ligados: (A) potencial de ligacdo, (B) potencial angular e (C) potencial
torcional (Adaptado de MAGALHAES, 2006).

Os potenciais néo-ligados séo descritos pelas equacgdes 9 e 10. O potencial de
Lennard-Jones descreve interagdes ndo ligadas do tipo de van der Waals, que podem ser
repulsivas ou atrativas. A expressdo numeérica para essa energia potencial pode ser vista na
equacdo (9), onde ¢ ¢ a profundidade do pogo que indica a menor energia para determinada
distancia de ligacao de equilibrio, ¢ € o diametro de Lennard-Jones que depende dos atomos

ligados e r é a distancia entre os atomos i e j. O potencial coulombiano se refere as atragdes
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e/ou repulsdes geradas devido a presenca de carga nas espécies atdbmicas, nesta equacgdo r
também denota a distancia entre os atomos i e j, gi € gj Sd0 as cargas desses atomos, g € a
permissividade do vacuo, e € a constante diclétrica do meio, que informa 0 quanto esse €

capaz de isolar cargas uma da outra.

12 6
RN C)

V.= 0iQ;
Ame,g;r; (10)
Resolve-se entdo a equacdo que descreve a lei de Newton:
Fi (t) = Mja;j (ll)
ov(r
P, (t)=— 20
‘ (12)
dv  d’r,
——=m 5
ri dt (13)

Com os valores dos potenciais ligados e ndo-ligados é possivel calcular a forca que
atua sobre cada particula em determinado instante de tempo. A equacdo (11) diz sobre a
aceleracdo da particula. A partir desta informac&o, integrando-se as equagdes de movimento
obtém-se as velocidades, cujas integrais realizam mudancas nas posi¢cdes dos atomos, com
essas velocidades e posices se calcula entdo as novas energias do sistema, tendo uma
trajetdria para cada particula durante o tempo de simulacdo (NAMBA; SILVA; SILVA,
2008).

As mudangas conformacionais que ocorrem durante as simulagcdes no sistema em
estudo podem ser analisadas por meio da raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD)
e das flutuagBes da estrutura média expressas nas flutuaces da raiz quadrada do desvio
quadratico médio (RMSF). Na equacao (14), N corresponde ao nimero de 4tomos, ri(t) e ri(0)

sdo as coordenadas dos atomos nos tempos t e 0. Na equacéo (15), 3 é o tempo de simulacédo
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expresso pelo nimero total de passos, ri(j) € a coordenada dos &tomos no passo de tempo j, F

sdo as posi¢cdes médias do atomo.
N 1/2
1

RMSD=[= D [r;(t)—r,(0)*]]
i=1 (14)

i=0 | (15)

Como as particulas de um sistema se movimentam de acordo com 0s potenciais
descritos e conhecendo suas posicoes e velocidades iniciais, torna-se possivel verificar como
0 sistema evolui apds um acréscimo de tempo. Além disso, também é preciso determinar 0s
parametros que regem essas ligacGes. Os parametros do potencial efetivo classico séo
ajustados de modo a reproduzir algumas propriedades estruturais e termodindmicas como a
entalpia de vaporizacdo, que esta associada as forgas coesivas entre as moléculas, e densidade,
no caso de liquidos; para ions em solucdo busca reproduzir a energia livre de solvatacdo; para
solidos fatores da estrutura obtidos por raios X. Outras propriedades também podem ser
usadas para fazer a parametrizacdo dos potenciais de interagdo (MORGON; COUTINHO,
2007).

As forcas atuantes no atomo sdo integradas em funcdo do tempo para cada atomo do
sistema em estudo em uma escala de femtossegundos (fs). Se o tempo de integracdo for
grande, eventos que ocorrem em escalas menores de tempo ndo podem ser descritos, ndo
havendo uma boa reproducdo do sistema a ser simulado. Na equacdo 12, a forca é igual ao
negativo do gradiente da energia potencial em relagdo a posicédo r; de cada atomo, de acordo
com a equacdo de Newton. A dindmica molecular fundamenta-se também no principio da
Hipotese Ergodiga de Boltzmann, esta diz que o valor médio de uma simulagéo feita em um
sistema com poucas particulas, mas por um intervalo de tempo maior, reproduz as mesmas
propriedades de um sistema com muitas particulas simulado por um tempo menor, esta
hipbtese é importante para poder reproduzir fendmenos que ocorrem em escala macroscopica
(AMARANTE et al., 2013).

Os principais algoritmos para calcular a integracdo das equagdes de movimento séo 0s
do tipo Verlet, que sdo baseados nos métodos das diferencas finitas, nos quais a integracao é
feita dividindo-a em pequenos intervalos de tempo (passos de integracéo), At. Dentre eles os

Verlet, Velocity-Verlet e leap-frog séo os mais usados, pois seu custo computacional € menor
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em relagdo a tempo de processamento e uso memoria RAM. O algoritmo de Verlet utiliza as
posicOes e aceleracBes das particulas no tempo t e as posicdes do passo anterior, r (t-At), para
determinar as novas posi¢cdes no tempo t+At, conforme a equacdo 16 (AMARANTE et al.,
2013; NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008).

r(t + At) = 2r(t) — r(t - At) + a(t) A7 (16)

Outra questdo a ser considerada nas simulagdes por dindmica molecular € o tipo do
modelo de solvente usado. O uso de modelos de solventes explicitos aumentam o custo
computacional, mas permitem uma descricdo mais precisa de varias propriedades que sdo
dependes da interacdo com o solvente. Se 0 numero de particulas do sistema a ser simulado
for consideravelmente grande ha também um problema de estimativa de forga, usa-se entdo
clpias da caixa de simulacéo ao redor da caixa de simulacgéo original, para que haja sempre
um numero constante de particulas dentro da mesma, essa aproximacdo é chamada de
condicdes periddicas de contorno. A Dinamica Molecular permite assim que se analisem
processos moleculares como adsorcdo, interacdo e o comportamento conformacional dos
sistemas, dentre esses sistemas biologicos (AMARANTE et al., 2013). Neste trabalho, a
dindmica molecular permitiu analisar o comportamento da enzima ACCase quando em meio

aquoso, e assim a verificar se a dgua interfere na deteccdo de herbicidas pelo nanobiossensor.
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4. Metodologia

4.1 Atracamento Molecular

O atracamento molecular foi realizado um a um para cada ligante, com o objetivo de
avaliar a energia de interacdo entre a enzima ACCase e 0s 12 herbicidas inibidores (Figura
17) e para verificar as interagdes que ocorrem entre esses herbicidas e os residuos da ACCase,
para deste modo avaliar a seletividade. Os herbicidas inibidores enzimaticos estudados se
encontraram na Tabela 1 e na Figura 15. Os resultados do atracamento molecular foram

analisados com o programa Discovery Studio Visualizer 3.5.

Tabela 1. Inibidores atracados na ACCase.

Inibidores atracados na ACCase

clefoxydim de litio (clefoxydim lithium ou imazaquin

profoxydim lithium)

clethodim pyrithiobac de sodio (pyrithiobac sodium)
clodinafop-propargil (clodinafop-propargyl) metsulfuron-metil (metsulfuron-methyl)
propaquizafop oxasulfuron

quizalofop ethoxysulfuron

bispyribac de sddio (bispyribac sodium) glifosato

clefoxydim (anion)
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Figura 17. Os 12 herbicidas que foram os inibidores da ACCase estudados.

O atracamento molecular se propde a procurar a melhor conformacdo de um ligante
que possui a menor energia livre de interacdo calculada pelas funcGes de avaliacdo de energia
no programa AutoDock 4.0. Neste trabalho, os ligantes foram os herbicidas, e o receptor
(macromolécula) foi a estrutura da enzima ACCase que teve sua estrutura elucidada por raios
X e disponibilizada no banco de proteinas PDB sob o codigo 1UYR e depois descrita por
dindmica molecular. Os calculos de atracamento molecular realizados consideraram a enzima
rigida e os ligantes flexiveis. No programa, a enzima pode conter partes consideradas
flexiveis, no entanto escolheu-se realizar o atracamento com a enzima rigida, pois com a
limitacdo dos graus de liberdade da enzima é possivel verificar melhor a interacdo enzima-
herbicida. O algoritmo utilizado para avaliar o atracamento foi o algoritmo genético
Lamarckiano, que realiza mudancas aleatérias em um ligante ou em uma populacdo de
ligantes. Os melhores conforméros, neste trabalho 10 conforméros para cada ligante, foram
obtidos atraves da funcao de avaliacdo, descrita pela equacéo (3).

A enzima foi tratada no programa AutoDock 4.0 para gerar o input PDBQT com as
coordenadas necessarias para a execucdo do autodock e autogrid, macromolécula e ligante
estavam anteriormente em formato PDB. O formato PDBQT inclui os hidrogénios polares, as
cargas parciais Gasteiger (que utiliza o principio da equalizacéo da eletronegatividade através
do procedimento PEOE - Partial Equalization of Orbital Electronegativity), os tipos de
atomos e a flexibilidade do ligante e/ou enzima. No caso da consideragdo de regifes da
enzima como flexiveis foram gerados trés arquivos no formato PDBQT: um para o herbicida
e dois para a enzima, um da parte flexivel e outro da porcdo rigida. Neste trabalho, em cada

atracamento foi gerado dois arquivos deste formato. Em seguida no programa AutoGrid



54

incluso no (Autodock 4.0), a partir do arquivo de entrada “.grid” que contém o tamanho da
caixa e 0 espacamento entre os pontos de grade, foram criados os mapas de grid que se
baseiam nos tipos de atomo e nas interacdes eletrostaticas. Por fim, o atracamento foi
realizado para encontrar as melhores conformacfes do ligante com o algoritmo genético
Lamarckiano e fungdes de energia livre.

O cddigo da enzima ACCase utilizado para a realizagdo do atracamento foi 1UYR,
disponivel no banco de proteinas PDB. Os atracamentos foram feitos inicialmente entre esta
estrutura e os doze herbicidas um de cada vez. O tamanho da caixa de grade foi 56x56x126
com espacamento de 0,375A entre os pontos de grade e esta foi colocada em uma regi&o do
dominio CT denominada sitio ativo (Figura 18). Os graus de liberdade do ligante sdo
codificados em genes e 0 conjunto desses genes, cromossomo, foi avaliado pela funcéo de
avaliacdo de acordo com sua melhor interagdo no sitio ativo da enzima. Pelo operador de
mutacdo ha trocas aleatdrias nos valores dos genes, enquanto que no crossover sao feitas
trocas de conjunto de genes por outros. O nimero da populacdo para todos os célculos de
atracamento foi de 150; o numero méaximo de avaliacBes foi 2500000; o nimero maximo de
geragdes foi de 27000; a taxa de elitismo, ou seja, 0 nimero de individuos que sobrevivem
automaticamente foi 1, a taxa de mutagéo 0,02 e a taxa de crossover: 0,8.

Figura 18. Caixa de grade de 56x56x126, localizado no sitio ativo da ACCase.
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4.2 Dinamica Molecular

Para avaliar o efeito do solvente foi feita simulacdo por Dindmica Molecular (DM)
(molecular dynamics-MD) com a enzima ACCase, utilizando-se o pacote de programas
GROMACS (VAN DER SPOEL et al., 2005), com o campo de forga OPLS-AA (KAMINSKI
et al., 2001). O sistema modelado foi solvatado pelo preenchimento de uma caixa com
modelo de solvente de agua explicita usando o modelo SPC (Single Point Charge). Para
neutralizar o sistema ions foram adicionados, em seguida 0 mesmo foi minimizado utilizando-
se cerca de 10.000 passos do algoritmo steepest decent. Apds a minimizagdo, o solvente foi
equilibrado realizando-se uma simulacdo de dindmica molecular por 100 ps a 50, 150 e 298
K, com os atomos ndo-hidrogenoides fixados com uma forca constante de 1.0x10° kJ.mol"
L nm™. Depois dessa equilibracéo, foi realizada uma simulacéo por dinamica molecular por
um tempo de integracdo de 10 ns com passos de 2fs utilizando o algoritmo leapfrog em um
ensemble (o conjunto de configuracdes e propriedades do sistema que foram mantidas
constantes durante a simulagdo) isotérmico isobarico (NPT) no qual nimero de particulas,
pressdo (1 bar) e temperatura (298 K) foram mantidos constantes. As configuragdes foram
salvas a cada 1 ps para a realizacéo das analises.

A temperatura foi mantida a 298 K acoplando-se o sistema ao termostato de
Berendsen, com um tempo de relaxacdo de 0,1 ps e a pressdo de 1 bar foi mantida barostato
de Berendsen via escalonamento isotropico com tempo de relaxacdo de 10 ps e
compressibilidade de 4,5x10° (ki.mol™.nm®)™. Para caracterizacdo das interacdes
eletrostaticas e de van der Waals um raio de corte de 1,4 nm foi utilizado, as contribui¢Ges de
longo alcance foram tratadas via campo de reagdo generalizada, com uma constante dielétrica
€=66. Todas as simulagdes foram realizadas utilizando o campo de forga OPLS-AA
(KAMINSKI et al., 2001) e o programa GROMACS 5.6 (VAN DER SPOEL et al., 2005).

ApoOs essas etapas, foi realizado o atracamento molecular com as estruturas
provenientes da simulacdo de dinamica molecular ap6s 5 ns e 10 ns de simulacdo e os doze
herbicidas para verificar qual o efeito da presenca do solvente nas energias livres de interacdo
dos complexos enzima-herbicida calculadas com o programa AutoDock 4.0. Para verificar o
volume do sitio ativo foi utilizado o servidor Computed Atlas of Surface proteins (CASTp)
(DUNDAS et al., 2006).
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5. Resultados e Discussoes

5.1 Calculos de atracamento molecular e interacfes especificas na seletividade do
nanobiossensor

A partir da realizagdo do atracamento molecular foram encontradas dez conformagoes
para cada herbicida (ligante) com suas respectivas energias de livres de ligacdo, interacdo. A
conformacédo escolhida foi aquela que apresentou menor valor de RMSD e a energia de
interacdo mais favoravel. A Tabela 2 mostra os valores das energias livres e constantes de
inibicdo dos herbicidas que foram os ligantes dos 12 calculos feitos no programa AutoDock
para a enzima ACCase, codigo PDB: 1UYR. Para os herbicidas clefoxydim de litio,
bispyribac de sédio e pyrithiobac de sédio que sdo comercializados como sais realizou-se 0
atracamento com a estrutura dos anions, e também foi feito atracamento com estes herbicidas

caso protonados, considerando-se um meio mais cido em que possam estar.

Tabela 2. Estimativas de energia de ligacdo para os complexos formados com a ACCase, c6digo 1UYR.

ACCase (crist.)*
Classes Herbicidas Score do _an_stgnte de
atracamento | inibico, K;
(kcal/mol)
clefoxydim (&nion) -10,23 31,55 nmol.L™
dims clefoxydim -9,22 173,21 nmol.L™"
clethodim -8,47 617,20 nmol.L™
clodinafop -7,62 2,58 umol.L™
fops clodinafop-propargil -7,20 5,31 pmol.L™"
propaquizafop -7,32 4,31 pmol.L™
quizalofop -7,63 2,55 pmol.L™
bispyribac -5,43 103,96 pmol.L™
bispyribac (anion) -4,95 236,58 pmol.L™
ethoxysulfuron -6,96 7,96 umol.L™"
glifosato -4,23 790,93 pmol.L™
nio imazaquin -7,42 3,62 umol.L™
especificos | metsulfuron -7,03 7,04 pmol.L™
metsulfuron-metil -7,10 6.30 umol.L™
oxasulfuron -7,66 2,43 umol.L™!
pyrithiobac -5,84 52,48 pmol.L™*
pyrithiobac (&nion) -6,31 23.85 umol.L™

*crist: estrutura cristalogréafica

De acordo com a Tabela 2 pode-se verificar que os herbicidas fops e dims:
clefoxydim, clethodim, clodinafop, clodinafop-propargil, propaquizafop e quizalofop,

apresentaram energia de interacdo mais favoravel que os demais herbicidas, dentre os quais
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clefoxydim e clethodim tiveram constantes de inibicdo em concentracdo na ordem de
nanomol por litro. Os herbicidas ndo especificos para inibicdo da ACCase bispyribac,
ethoxysulfuron, glifosato e pyrithiobac tiveram energias de interacdo no complexo enzima-
herbicida menos favoraveis. Imazaquin, metsulfuron e oxasulfuron, porém apresentaram
valores de energia comparaveis e até mesmo mais favoraveis que a energia de interacdo dos
fops. Assim, para melhor verificar a seletividade, somente os valores de energia da Tabela 2
ndo sdo suficientes e € necessario verificar também as interacdes intermoleculares que
ocorrem entre 0s aminoacidos da enzima que cercam cada um dos herbicidas.

O atracamento da ACCase com os dims clefoxydim de litio e clethodim realizado no
programa AutoDock 4.0 resultou em valores de energia de inibicdo consideravelmente
favoraveis com constantes de inibicdo em unidades nanomolares, 31,55 nmol.L™ e 617,20
nmol.L™! respectivamente. O programa avaliou as dez melhores conformacdes para cada
herbicida, de acordo com a de energia livre de ligagdo e com o valor do RMSD que variou
entre 0,0 e 2,0 A. Todas as estruturas dos herbicidas com a energia de interacio mais
favoravel das dez conformacdes tiveram o RMSD igual a zero. Na Figura 19 pode-se
observar a conformacdo de energia mais favoravel para o herbicida clefoxydim de litio
(&nion) com os residuos de aminoacidos que entraram em contato ele, obtida pelo AutoDock
4.0. Foi possivel verificar uma ligacdo de hidrogénio entre o herbicida e 0 H-N da amida do

residuo de glicina, GLY-1998, cujos comprimento e angulo estdo na Figura 20.
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Figura 19: Herbicida clefoxydim de litio (anion) e alguns aminoacidos que o cercam no sitio ativo, adaptado
para o formato 2D. O sombreamento em azul indica regifes voltadas para o solvente e a linha tracejada em verde
representa a ligacdo de hidrogénio (programa DS Visualizer 3.5, 2012).
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Figura 20: Comprimento e angulo da ligagdo de hidrogénio entre o herbicida clefoxydim de litio (&nion) e o
residuo GLY-1998 da ACCase. Em cor azul: nitrogénio; em vermelho: oxigénio; em amarelo: enxofre; em ciano
e preto: 4&tomos de carbono; em branco: hidrogénio (programa VMD, HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN,
1996).

No atracamento feito entre a estrutura do herbicida clefoxydim de litio protonado e a
ACCase, o valor de energia de interagdo obtido foi -9,22 kcal/mol com constante de inibigéo
de 173,21 nmol.L™"; a Figura 21 mostra os residuos que participam da formacao do complexo
para esse herbicida. Houve também uma interacdo por ligacdo de hidrogénio com o residuo
GLY-1998 (Figura 22) com 2,47A de comprimento e angulo de 166,35°. Além disso, pode-se
verificar que o grupo propil da parte oxima ficou localizado em uma regido
predominantemente hidrofébica constituida dos residuos VAL-2001, SER-1708, LEU-1705,
Val-2024 e ALA-1627, o mesmo foi observado para o grupo etil do herbicida clethodim.
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Figura 21. Herbicida clefoxydim (protonado) e alguns aminoacidos que o cercam no sitio ativo, adaptado para o
formato 2D (programa DS Visualizer 3.5, 2012).

Figura 22. Comprimento da ligagdo de hidrogénio entre o atomo de cloro do herbicida clefoxydim (protonato) e
0 atomo de hidrogénio do residuo GLY-1998. Em azul: a&tomos de nitrogénio; em vermelho: atomos de oxigénio;
em amarelo: enxofre; em verde: cloro; branco: hidrogénio. Em preto e ciano: atomos de carbono (programa
VMD, HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).

O grupo propil da regido oxima para a conformacdo da segunda melhor energia de
interacdo do herbicida clefoxydim (&nion) também se localizou na por¢do do sitio ativo com
os residuos VAL-2001, SER-1708, LEU-1705, Val-2024 e ALA-1627. O valor dessa energia
foi de -8,82 kcal/mol e constante de inibicdo 344,13 nmol.L™.

O herbicida clethodim quando feito o atracamento molecular, também apresentou uma
conformacdo na qual o grupo etil de sua porcdo oxima estd em uma regido hidrofébica
composta dos residuos VAL-2001, SER-1708, LEU-1705, Val-2024 e ALA-1627. Ademais,

0s atomos de oxigénio e nitrogénio com densidade de carga negativa da regido oxima da
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molécula realizaram ligacdo de hidrogénio com o grupo H-N das amidas dos residuos ILE-
1735 e ALA-1627 (Figura 23 e 24), o que contribui para a energia de interacdo de -8,47
kcal/mol. Considerando-se o atracamento para os dims, os grupos propil do clefoxydim
protonado e etil da porgdo oxima do clethodim, mostraram boa sobreposi¢cdo nessa regido
(Figura 25). Estas andlises das interagdes intermoleculares que ocorrem nos herbicidas
clefoxydim e clethodim sdo importantes por permitirem verificar as semelhancas e diferencas
com os demais herbicidas e assim possibilitar previsdes concernentes a seletividade do

nanobiossensor, que depende dessas interacfes especificas a serem detectadas pelo AFM.
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Figura 23. Herbicida clethodim e alguns aminoacidos que o cercam no sitio ativo, as setas em verde ilustram
ligacdes de hidrogénio com os residuos ILE-1735 e ALA-1627 (programa DS Visualizer 3.5, 2012).
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Figura 24. Comprimento e angulo das ligac6es de hidrogénio entre residuos da ACCase e 0 herbicida clethodim.
Cores: azul: nitrogénio; vermelho: oxigénio; amarelo: enxofre; preto e ciano: carbono; branco: hidrogénio; e em
verde: cloro (programa VMD, HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).

A Figura 25 mostra que os grupos propil do clefoxydim protonado e etil do clethodim
se orientaram em conformagfes estruturais sobreponiveis voltadas para uma regido
hidrofébica em comum na enzima, podendo-se concluir que o modo de orientacdo desses
grupos possui papel importante para o encaixe dos herbicidas dims e para a atividade
inibidora resultante. Determinados modos de conformacdo no encaixe do sitio ativo ocorrem
para maximizar 0s contatos com residuos especificos da enzima, 0 que aumenta as
contribuices eletrostaticas, hidrofébicas e de van der Waals na formacgdo do complexo. Essa
importancia pode ser vista na quinta conformacao resultante do atracamento molecular para o
herbicida clefoxydim em sua forma &cida. Nesta conformacdo a energia de interacdo foi
avaliada com uma energia desfavoravel de +5.92 kcal/mol, mesmo com ligacao de hidrogénio
entre um dos oxigénios do anel ciclohexanodiona e o residuo GLY-1998 (Figura 26). Supde-
se que isso ocorreu pelo fato de que nesta conformacao o grupo propil ndo estava localizado
na regido hidrofdbica, nem proximo a ela, o que provavelmente desfavoreceu a contribuicdo

hidrofébica.
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Figura 25. Conformacdes sobrepostas dos herbicidas clefoxydim (d&tomos de carbono em preto) e clethodim
(atomos de carbono em ciano) com os grupos alquilas voltados para os aminoacidos VAL-2001, SER-1708,
LEU-1705, Val-2024 e ALA-1627. Demais cores: azul: nitrogénio; vermelho: oxigénio; amarelo: enxofre;
branco: hidrogénio (programa VMD, HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).
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Figura 26. Quinta conformagdo do atracamento molecular, intera¢des intermoleculares entre residuos da
ACCase e 0 anel ciclohexanodiona do clefoxydim protonado (programa DS Visualizer 3.5, 2012)

O herbicida clodinafop é comercializado na forma de um éster propargil, porém este é
rapidamente degradado a clodinafop em sua forma &cida. Por isso 0 atracamento para este

herbicida foi feito considerando as duas formas dos herbicidas.
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A andlise do atracamento do clodinafop (Figura 27 e 28) no sitio ativo da ACCase,

mostrou que este apresentou também o grupo metil voltado para a regido hidrofdbica,
formada pelos residuos VAL-2001, SER-1708, LEU-1705, Val-2024 e ALA-1627, que 0s

grupos alquila dos dims. Além disso, houve ligagdes de hidrogénio dos oxigénios do grupo

carboxila do herbicida: entre a carbonila e 0 H-N do grupo amida do residuo ALA-1627; entre
0 oxigénio da hidroxila e o H-N das amidas dos residuos ALA-1627 e ILE-1735. O anel do

residuo TYR-1738 apresentou intera¢do do tipo CH-m com um dos hidrogénios do anel da

hidroquinona do herbicida clodinafop (Figura 29).
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Figura 27. Herbicida clodinafop e alguns aminoéacidos que o cercam no sitio ativo, as setas em verde ilustram
ligacBes de hidrogénio com os residuos ILE-1735 e ALA-1627, hd também interagdo do tipo CH-mentre o anel
do residuo TYR-1738 e um dos hidrogénios do anel da hidroquinona do herbicida, ndo mostrada na figura

(programa DS Visualizer 3.5, 2012).
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Figura 28. Comprimento e angulo das ligacdes de hidrogénio entre residuos da ACCase e o herbicida clodinafop
Cores: azul: nitrogénio; vermelho: oxigénio; rosa: flior; preto e ciano: carbono; branco: hidrogénio (programa
VMD, HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996)
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Figura 29. Interacdo do tipo CH-n entre o anel do residuo TYR-1738 e um dos hidrogénios do anel da
hidroquinona do clodinafop. Em branco: atomos de hidrogénio; em vermelho a4tomos de oxigénio; em cinza
atomos de carbono (programa DS Visualizer 3.5, 2012).

O programa DS Visualizer 3.5 verifica as interagdes n- m entre os centros dos sistemas
n em um valor de 8A para o delimitador de distancia, enquanto o valor do delimitador de
distdncia (Distance Cutoff) de maior proximidade entre os atomos desses sistemas que
interagem é de 4,5A. Na Figura 30 pode-se ver a interagio entre dois sistemas m; 0 angulo 6
varia de 0 a £60° e o angulo y varia de 0 a +30°. Para as intera¢des m-sigma ou CH-m, 0
sistema 7 e 0 grupo C-H com hidrogénio explicito ou implicito o delimitador de distancia é de
4A. As posicbes dos hidrogénios implicitos ou explicitos considerados sdo aquelas que
apresentam uma distancia 0,5 A menor que 4A, e o angulo entre o vetor de C-H e o plano do

anel é de 45°, mas geralmente esse valor pode ser maior.
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Figura 30. Esquema de uma intera¢do m-m, Ree, € a distancia entre os centros dos sistemas 7. Reio é a menor
distancia entre os atomos dos dois sistemas (Adaptado de MCGAUGHEY; GAGNE; RAPPE, 1998).

As interacdes encontradas para os herbicidas dims estudados neste trabalho mostraram
correlacdo com dados experimentais feitos para a analise da estrutura cristalografica do
dominio CT da ACCase e o herbicida tepraloxydim, disponibilizado no PDB sob o codigo
(3K8X) (XIANG et al., 2009)

No atracamento para o clodinafop-propargil, o valor da energia de interacdo entre a
enzima e o herbicida foi de -7,20 kcal/mol, na Figura 31 foi possivel observar os residuos que
cercam o clodinafop-propargil ¢ uma interagdo n- © com o residuo TYR-1738, porém néo
houve ligacbes de hidrogénio com atomos das amidas dos residuos ALA-1627 e ILE-1735,

como observado para seu subproduto.
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Figura 31. Herbicida clodinafop-propargil e residuos que integram a formacdo do complexo, em laranja a
interacdo nt- © com o residuo TYR-1738 (programa DS Visualizer 3.5, 2012).

O atracamento molecular para o propaquizafop mostrou que o nitrogénio do herbicida
possui ligacdo de hidrogénio com os residuos GLY-1998 e ALA-1627 (Figuras 32 e 33). As

Figuras 34 e 35 mostram as interagdes do quizalofop, que evidencia uma interagdo m-m entre o
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anel da hidroquinona do herbicida com a cadeia lateral do residuo TYR-1738, além de uma
ligacdo de hidrogénio entre carbonila do residuo VAL-1967 com a hidroxila do herbicida. O
atracamento dos fops permitiu entender que uma das interacbes mais importantes para a
ligagdo desses herbicidas com a ACCase € a interacdo do tipo CH- & ou -7t que ocorre com 0
residuo TYR-1738. Esses resultados também se mostraram estar em acordo e afirmaram
dados experimentais dos complexos com o0s herbicidas haloxyfop e diclofop obtidos da
cristalografia de raios X (ZHANG; TWEEL; TONG, 2004).
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Figura 32. Herbicida propaquizafop e alguns aminoécidos que o cercam no sitio ativo, a seta em verde ilustra
ligacéo de hidrogénio com o residuo GLY-1998 e com a ALA-1627, ao redor da porgdo carboxila observa-se os
aminodcidos ILE-1735 e ALA-1627 (programa DS Visualizer 3.5, 2012).
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Figura 33. Comprimento e &ngulo das liga¢cdes de hidrogénio entre residuos da ACCase e o herbicida
propaquizafop. Cores: azul: nitrogénio; vermelho: oxigénio; verde: cloro; preto e ciano: atomos de carbono; e em
branco: hidrogénio (programa VMD, HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).
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Figura 34. Herbicida quizalofop, o trago em laranja indica interagdes do tipo - = com o anel do residuo TYR-
1738 (programa DS Visualizer 3.5, 2012).
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Figura 35. Comprimento e &ngulo das ligagbes de hidrogénio entre residuos da ACCase e o herbicida
quizalofop. Cores: azul: nitrogénio; vermelho: oxigénio; preto e ciano: carbono; branco: hidrogénio; e em verde:
cloro (programa VMD, HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).

Assim, para os herbicidas da classe dos fops, especificamente clodinafop-propargil,
clodinafop e quizalofop houve em comum a interacdo com o residuo TYR-1738. No entanto,
acredita-se que possa haver em uma das nove conformagdes do atracamento molecular para o
propaquizafop alguma estrutura que possua essa interagdo m-m. E isso ocorre com a quinta
conformacdo do herbicida ligado a enzima, cuja energia de interacdo € a terceira maior
(Figura 36). De forma geral, observam-se aspectos semelhantes entre os herbicidas que séo de
uma mesma classe e ha semelhangas também entre herbicidas de classes diferentes, mas que
séo inibidores da ACCase.

Esse conhecimento é determinante para se inferir sobre o funcionamento do
nanobiossensor para a deteccdo de herbicidas, pois essas interacdes compreendem elementos
de reconhecimento de herbicidas que sdo de classes especificas e a fabricacdo do
nanobiossensor propde-se a detectar os inibidores da ACCase, ou seja fops e dims. Dessa
forma, uma andlise das interagdes que ocorrem com os inibidores ndo especificos é também
necessaria para maiores conclusdes sobre previsdes das provaveis detecgdes no AFM, como

um nanobiossensor.
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Figura 36. Interagdes n-m entre o herbicida propaquizafop e os residuos PHE-1956 e TYR-1738. Em preto:
atomos de carbono; em vermelho: d&tomos de oxigénio; em azul: &tomos de nitrogénio, em verde: &tomo de cloro
(programa DS Visualizer 3.5, 2012).

O bispyribac também é outro herbicida comercializado na forma de sal. Assim, para
este também foram realizados atracamentos com a estrutura para o0 anion e para a estrutura
guando protonada. Para o herbicida bispyribac de sodio o atracamento foi feito para a
estrutura do anion, o resultado obtido para a energia de ligacéo foi de -4,95 kcal/mol, e houve
uma interacdo por ligagdo de hidrogénio com o grupo carbonila do residuo GLY-1734, que
esté ilustrada na Figura 37. Esta ligacdo de hidrogénio apresentou tamanho de 2,89 A e angulo

de 120,46° entre o carbono ligado ao atomo doador e o oxigénio do residuo da glicina.
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Figura 37. Herbicida bispyribac de sodio e os residuos do sitio ativo. A seta tracejada em verde representa a
ligacdo de hidrogénio com o residuo GLY-1734 (programa DS Visualizer 3.5, 2012).
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Com o bispyribac protonado (Figura 38) o resultado apresentou uma energia de
interacdo no valor de -5,43 kcal/mol. A analise do atracamento no programa VMD mostrou
que a regido do benzoato, onde ligacbes de hidrogénio poderiam se formar com os dois
residuos ALA-1627 e ILE-1735, estd em uma conformacdo desfavoravel para interacdo
efetiva com esses residuos; no entanto, a carbonila faz ligagdo de hidrogénio com o H-N da
GLY-1998 com comprimento de 1,89A e angulo de 162,03°. O herbicida ndo apresentou
interacdes com TYR-1738 e também ndo ha grupos apolares do herbicida situados na regido
hidrofobica do sitio ativo, explicando assim a menor afinidade de interacdo. Sabe-se também
que o herbicida bispyribac ¢ um inibidor da enzima acetolactato sintase (ALS), de modo que a
presenca deste herbicida em alguma amostra a ser analisada pelo nanobiossensor néo deve ser

um interferente para a deteccdo de herbicidas inibidores especificos.
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Figura 38. Herbicida bispyribac protonado e os residuos do sitio ativo. As setas em verde indicam interagGes por
ligacdo de hidrogénio, regides sombreadas de azul representam por¢des da molécula que ficam voltadas para o
solvente (programa DS Visualizer 3.5, 2012).

A interacdo mais favoravel da conformacdo obtida do atracamento para o
ethoxysulfuron (Figura 39) teve uma energia livre no valor de -6,96 kcal/mol, sendo favoravel
e comparavel aos valores de energia para o0s fops; no entanto, este herbicida ndo apresenta as
interacdes e modo de encaixe com a enzima da forma que foram observadas para os fops e
dims; contudo, também foi possivel verificar ligagdes de hidrogénio para este herbicida com
os residuos VAL-2024, PHE-1956 e GLY-1998. Para a ligacdo com a carbonila da VAL-2024
o comprimento foi 2,00A e o angulo 148,99°; para a ligacdo de hidrogénio com o H-N do
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PHE-1956 o comprimento foi de 2,00A e o angulo de 169,72°; a ligacdo de hidrogénio com o
H-N da GLY-1998 teve comprimento no valor de 1,98A e angulo de 126,82°.
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Figura 39. Herbicida ethoxysulfuron e os residuos do sitio ativo. As setas indicam interagdo por ligacdo de
hidrogénio entre herbicidas e os residuos da enzima (programa DS Visualizer 3.5, 2012).

Além disso, com a analise da conformagéo do ethoxysulfuron complexado a ACCase
pode-se verificar que seu modo de encaixe ndo acompanha os dos herbicidas fops e dims, este
modo estd mostrado na (Figura 40), em comparacdo ao clefoxydim. Esta é uma informacéo
importante quando aplicado a deteccdo do nanobiossensor, pois este medira a forca de
deflexdo do cantilever para os herbicidas presentes na amostra, assim mesmo que O
ethoxysulfuron tenha apresentado uma energia bem favoravel, no atracamento, difere bastante
do modo que os fops e dims se acomodaram na cavidade do sitio ativo, pois ele se encaixa ao
sitio ativo da enzima de um modo mais estendido. Deste modo, pode-se supor que a forca de

interacdo ser4 maior para o clefoxydim. Assim, o ethoxysulfuron ndo serd deverad ser

detectado de modo a interferir na andlise dos herbicidas especificos para a inibicdo da
ACCase.
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Figura 40. Encaixes dos herbicidas ethoxysulfuron (atomos de carbono em ciano) e clefoxydim protonado
(atomos de carbono em preto) no sitio ativo da ACCase. Demais cores: azul: atomos de nitrogénio; vermelho:
atomos de oxigénio; amarelo: 4tomo de enxofre; verde: atomo de cloro (programa VMD, HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996).

O atracamento do herbicida imazaquin revelou uma energia favoravel, bem proxima a
energia dos fops, e isso pode ser explicado pelo fato da carboxila fazer ligacGes de hidrogénio
com 0 H-N dos residuos ILE-1735 e ALA-1627, sendo esses alguns dos mesmos que
interagem com o clethodim. Os tamanhos e angulos dessas duas ligac6es de hidrogénio foram
2,10A e 154,2°; e 2,27A e 152,01°. Porém, ndo ha grupos alquila na regifo hidrofébica como
existe para os dims e fops. Dessa forma, pode-se sugerir que o nanobiossensor especifico para
herbicidas inibidores da ACCase, também detecte o herbicida imazaquin (inibidor especifico
da ALS); mas, com os resultados apresentados nesse trabalho pode-se inferir que a
intensidade de deflexdo do cantilever para este herbicida seja menor quando comparado com
os dims e fops, pois que ndo hd o encaixe na regido hidrofébica. A Figura 41 mostra as

interagBes do imazaquin no sitio de atividade da enzima.
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Figura 41. Imazaquin e os residuos do sitio ativo. As setas verdes indicam interacdes por ligacdo de hidrogénio
(programa DS Visualizer 3.5, 2012).

A conformacao de energia de interacdo mais favoravel do herbicida metsulfuron-metil
obtida do atracamento também apresentou energia da ordem dos inibidores especificos da
ACCase. A Figura 42 mostra as interagdes nos residuos do sitio ativo. A molécula realizou
interacdes de hidrogénio com o H-N dos residuos ILE-1735 e GLY-1998 e com a carbonila

do residuo LEU-1756, o que justifica sua energia de interacdo no valor de -7,10 kcal/mol. Isto
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sugere que este herbicida pode ser detectado pelo nanobiossensor. A distancia das ligacGes de
hidrogénio e os angulos com os residuos ILE-1735, LEU-1756 e GLY-1998 foram 2,28A e
135,84°% 1,99A e 146,10°; 1,84A e 147,24°, respectivamente.

No entanto, da mesma forma que o imazaquin, ndo hé grupos alquila na regido em que
se encontram os residuos VAL-2001, SER-1708, LEU-1705, Val-2024 e ALA-1627.
Conjetura-se, dessa forma, que os resultados de atracamento molecular sugerem que esses
dois herbicidas poderdo ser detectados pelo nanobiossensor e serdo interferentes do mesmo.
Cabe ainda ressaltar que imazaquin e metsulfuron ocuparam um volume menor no sitio ativo
da enzima em comparacgéo aos fops e dims, e esta propriedade pode ser um fator importante
para garantir a seletividade do nanobiossensor. Estudos futuros, utilizando o calculo do
potencial de forca média, na metodologia de Dindmica Molecular podera tirar melhor a

duvida com relacdo ao carater interferente desses dois herbicidas.
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Figura 42. Herbicida metsulfuron-metil e os residuos do sitio ativo, as setas tracejadas em verde indicam
ligacdes de hidrogénio (programa DS Visualizer 3.5, 2012).

Considerando-se também a degradacdo do metsulfuron-metil, foi realizado
atracamento para a estrutura do metsulfuron. A conformacéao de energia mais favoravel para o
metsulfuron obtida do atracamento também apresentou energia da ordem dos inibidores
especificos da ACCase, a Figura 43 mostra as interacbes nos residuos do sitio ativo. A
molécula do herbicida realizou interagdes por ligacdo de hidrogénio com o H-N dos residuos
ILE-1735, ALA-1627 e GLY-1998. No entanto, da mesma forma que o metsulfuron-metil
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ndo ha grupos alquila na regido em que se encontram os residuos VAL-2001, SER-1708,
LEU-1705, Val-2024 e ALA-1627.
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Figura 43. Herbicida metsulfuron e os residuos do sitio ativo, as setas tracejadas indicam liga¢Ges de hidrogénio
(programa DS Visualizer 3.5, 2012).

A energia de interagcdo entre o herbicida oxasulfuron e a ACCase obtida pelo
atracamento foi de -7,66 kcal/mol, energia muito favoravel ao complexo. A analise das
interacBes no sitio ativo mostrou ligacGes de hidrogénio entre a cadeia lateral do residuo da
THR-1757, entre 0 H-N da GLY-1998 e a carbonila da LEU-1756 com o oxasulfuron. Os
comprimentos e angulos dessas trés ligacdes de hidrogénio sio 1,88A e 169,47° 1,87A e
161,85°% e 1,96A e 142,56 °, respectivamente. Dois desses residuos ndo possuem interacio
com os herbicidas especificos. Além disso, o oxasulfuron adquiriu uma configuracdo de
encaixe semelhante ao do ethoxysulfuron, o que permite supor que este ndo possa ser
detectado na ordem de comparacdo com os herbicidas inibidores da ACCase. Na Figura 44 ¢

possivel visualizar as ligagcdes de hidrogénio entre o oxasulfuron e os residuos citados.
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Figura 44. Oxasulfuron e interagbes com os residuos THR-1757, GLY-1998 e LEU-1756 da enzima ACCase.
Em destaque a ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral da treonina: em branco: 4tomos de hidrogénio; em
vermelho: 4tomos de oxigénio; em cinza atomos de carbono (programa DS Visualizer 3.5, 2012).

O atracamento realizado com o herbicida pyrithiobac de sodio foi feito para a estrutura
do anion, a conformacdo com energia de interacdo mais favoravel (-6,31 kcal/mol) pode ser
vista na Figura 45, na qual uma das interagdes intermoleculares se deu por meio da ligagéo de
hidrogénio com o H-N do residuo ALA-1627, cujo comprimento de ligacio foi de 2,02A com
angulo de 167,2°. Este composto possui uma das interacdes em comum com os herbicida
inibidores da ACCase, e por isso, sua energia de interacdo é favoravel. Entretanto, como
observado para outros inibidores ndo especificos da ACCase, também néo héa interagdes com
0s residuos hidrofobicos da enzima, o que indica que o pyrithiobac, caso estiver presente em
uma amostra a ser analisada pelo nanobiossensor, poderd ndo ser um interferente na
especiacdo quimica.

O atracamento realizado com o ligante pyrithiobac protonado resultou na energia livre
de interacéo de -5, 84 kcal/mol, cuja hidroxila fez ligacdo de hidrogénio com a carbonila do
residuo LEU-1756 (Figura 46). Esta interacio teve um comprimento no valor de 1,98A e o
angulo de 135,97°.
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Figura 45. Herbicida pyrithiobac de sodio e residuos do sitio ativo da ACCase, ligagdo de hidrogénio entre a
hidroxila e o residuo ALA-1627 (programa DS Visualizer 3.5, 2012).
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Figura 46. Herbicida pyrithiobac e residuos do sitio ativo da ACCase, ligacéo de hidrogénio entre a hidroxilae o
residuo LEU-1756 (programa DS Visualizer 3.5, 2012).

Assim, como os seis herbicidas: bispyribac, ethoxysulfuron, imazaquin, metsulfuron,
oxasulfuron e pyrithiobac séo inibidores da sintese de aminoacidos de cadeia ramificada cujo
alvo é a enzima ALS, supunha-se que suas energias de interacdo quando complexados a

ACCase seriam mais desfavordveis quando comparadas as energias de interacdo resultantes
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dos complexos formados no atracamento molecular entre a ACCase e os herbicidas da classe
dos fops e dims. Porém foi possivel verificar que isso ndo ocorre, pois ha em contrapartida os
herbicidas imazaquin e metsulfuron que podem influenciar as medidas nas deteccbes de
amostras, pois apresentaram energia de interacdo quando complexados a ACCase em um
valor proximo a dos fops e dims. Deste modo, torna-se necessario a realizacdo do teste com
nanobiossensor com amostras que contenham esses herbicidas para que se confirme ou néo
essa hipdtese.

O atracamento do glifosato foi analisado por Gltimo, e este é o herbicida mais utilizado
no Brasil. A energia de interagdo resultou em um valor de -4.23 kcal/mol que comparada aos
dims é bem desfavoravel; com isso, supBe-se que a presenca deste em amostras nao afetaria a
seletividade do nanobiossensor. A verificacdo das interacdes intermoleculares que ocorreram
devido a formacdo deste complexo, para melhor validar as hipéteses, estd na Figura 47, na
qual € possivel verificar que houve ligacdes de hidrogénio entre o glifosato e os residuos que
podem ser parte dos elementos de reconhecimento para a seletividade do nanobiossensor, 0s
residuos ILE-1735 e ALA-1627.

A ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio da carbonila e o H-N da ILE-1735 da
ACCase teve comprimento de 1,90A e angulo de 161,87°. A ligagdo que ocorreu entre 0 H-N
ALA-1627 e o oxigénio da carbonila do glifosato apresentou o comprimento de 1,94A e o
angulo de 150,11°. E a outra ligacdo de hidrogénio com o H-N da ALA-1627 e a hidroxila do
glifosato teve um comprimento de 2,27A e angulo de 145,94°. No entanto, o0 modo de encaixe
no sitio ativo e a ocupacdo da regido hidrofobica ndo foi igual e nem ocupada pelo glifosato,
de tal modo que o nanobiossensor ndo devera detecta-lo com o mesmo sinal de forca no AFM
que para os herbicidas da classe dos fops e dims, ndo deve ser o glifosato um interferente para

a deteccéo especifica.
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Figura 47. Glifosato e interagdes com residuos do sitio ativo da ACCase com ligagdes de hidrogénio nos
residuos ILE-1735 e ALA-1627 (programa DS Visualizer 3.5, 2012).

A andlise do atracamento molecular para os doze herbicidas com a estrutura
cristalografica da ACCase permitiu verificar teoricamente que o nanobiossensor podera
apresentar seletividade e sensitividade em concentragdes nanomolares para 0S
ariloxifenoxipropionatos (fops) e ciclohexanodionas (dims); mas, dois herbicidas (imazaquin
e metsulfuron), ndo inibidores da ACCase, podem ser interferentes na detec¢ao quando do uso
do nanobiossensor, hipotese a ser validada experimentalmente por meio de analises com

amostras que contenham esses herbicidas.
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5.2 Efeito da dgua na seletividade do nanobiossensor

Posteriormente a esses calculos foram realizados mais calculos de atracamento
molecular, com estruturas da ACCase apds dindmica molecular, para avaliar o efeito do
solvente explicito na estrutura da enzima e assim avaliar implicitamente se a modificacdo
causada pelo solvente favorece ou ndo a deteccdo dos herbicidas pelo nanobiossensor. Dessa
forma, as estruturas depois de 5 ns e 10 ns de dinamica molecular foram utilizadas para mais
24 célculos de atracamento molecular para verificar como as energias e constantes de inibicéo
se alteram com a estrutura da ACCase afetada pelo solvente explicito da dindmica molecular.
A Tabela 3 mostra os valores obtidos do atracamento para as duas estruturas em 5 ns e 10 ns.

Tabela 3. Estimativas de energia de ligacdo obtidas do atracamento molecular para a ACCase (cédigo 1UYR)
em 0 ns, 5 ns e 10 ns de dindmica molecular.

Score do Score do Score do
Classes Herbicidas atracamento | atracamento | atracamento
(kcal/mol) O ns | (kcal/mol) 5ns | (kcal/mol) 10 ns

clefoxydim -9,22 -9,10 -8,20

dims clefoxydim (anion) | -10,23 -7,97 -8,43
clethodim -8,47 -6,27 -7,14

clodinafop -7,62 -6,28 -6,47

fops clodinafop-propargil | -7,20 -5,70 -6,30
propaquizafop -7,32 -6,40 -6,73

quizalofop -7,63 -6,70 -7,04

bispyribac -5,43 -4,73 -5,00

bispyribac (anion) -4,95 -5,44 -5,18
ethoxysulfuron -6,96 -6,24 -6,74

glifosato -4,23 -5,18 -4,84

nédo imazaquin -7,42 -6,06 -6,48
especificos | metsulfuron -7,03 -6,31 -6,16
metsulfuron-metil -7,10 -7,81 -7,15

oxasulfuron -7,66 -7,91 -7,16

pyrithiobac -5,84 -5,32 -5,62

pyrithiobac (anion) | -6,31 -5,87 -5,88

De acordo com a Tabela 3 pode-se verificar que a energia livre de ligacdo entre a
estrutura cristalografica e os herbicidas para a estrutura apds 5 ns de dindmica e herbicidas
aumentou, ou seja, ficou menos favoravel, exceto pelos herbicidas glifosato, oxasulfuron,
metsulfuron-metil e bispyribac (anion). A mesma analise pode ser feita de Os em relacdo a
estrutura apés 10 ns de dindmica molecular, 0 que mostra que as energias de interagcdo
também ficaram mais positivas para todos os herbicidas com exce¢do do herbicida glifosato,
metsulfuron-metil e do bispyribac (&nion). Para o clefoxydim, que apresentou a energia de

interacdo mais favoravel dentre os demais herbicidas, a energia de interacdo obtida do
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atracamento molecular se tornou relativamente desfavoravel de acordo com o incremento no

tempo de simulacdo de dindmica molecular. Isto sugere que a sensitividade do nanobiossensor

pode ser afetada quando ha presenca de agua na amostra para a deteccdo de herbicidas

inibidores da ACCase, visto que com um valor mais positivo de energia uma concentracdo

maior do herbicida deve estar presente na amostra a ser detectada. Isso pode ser verificado na

Tabela 4, na qual para o herbicida clefoxydim a constante de inibicdo aumentou de 173,21
nmol.L™ para 970,63nmol.L ™.

Tabela 4. Estimativas teoricas das constantes de inibi¢do obtidas do atracamento molecular para a ACCase.

Classes Herbicidas Constante de | Constante de | Constante de
inibigdo, K; inibicdo, K; inibicdo, K;
0ns 5ns 10 ns
clefoxydim 173,21 nmol.L™" | 214,20 nmol.L"* | 970,63 nmol.L™
dims clefoxydim 31,55 nmol.L™" | 1,44 umol.L™ 659,05 nmol.L™*
(anion)
clethodim 617,20 nmol.L™ | 25,26 pmol.L* | 5,83 pmol.L™
clodinafop 2,58 pumol.L™" 25,08 umol.L™ | 18,08 pmol.L™*
clodinafop- 5,31 umol.L™ 65,81 pmol.L" | 29,98 pmol.L™*
fops propargil
propaquizafop 4,31 ymol.L™ 20,41 pmol.L" | 11,62 pmol.L™*
quizalofop 2,55 pmol.L™" 12,22 umol.L" | 6,92 pmol.L™
bispyribac 103,96 umol.L™ | 341,48 pmol.L™" | 217,56 pmol.L™
bispyribac 236, 58 pmol.L™" | 102,47 umol.L™" | 160,62 pmol.L™
(anion)
ethoxysulfuron | 7,96 umol.L™ 26,67 pmol.L" | 11,42 pmol.L™
glifosato 790,93 umol.L™" | 160,30 umol.L™" | 281,73 pmol.L™
o imazaquin 3,62 umol.L™ 36,40 pmol.L" | 17,68 pmol.L™
especificos metsulfuron 7,04 pmol.L™" 23,87 ymol.L* | 30,46 umol.L™
metsulfuron- 6,3 umol.L™ 1,87 pmol.L™ 5,77 umol.L™
metil
oxasulfuron 2,43 umol.L™ 1,60 pmol.L™ 5,68 umol.L™
pyrithiobac 52,48 pmol.L™* | 126,12 pmol.L"* | 75,35 umol.L™
pyrithiobac 23,85 pmol.L™* | 49,75 pmol.L™* | 48,60 umol.L™
(anion)

A energia de interacdo entre o glifosato e a ACCase se comportou de modo inverso a

energia do clefoxydim em relacdo ao tempo de simulagdo por dindmica molecular, pois a

formagéo do complexo se tornou mais favoravel na estrutura apés 10 ns de simulagdo, como

pode ser visto nos scores do atracamento molecular na Tabela 3. Esse resultado permite

sugerir que a formacdo do complexo ACCase-glifosato é favorecido pela presenca de agua.

Na Figura 48 encontra-se uma ilustracdo do complexo obtido pelo atracamento molecular, em

que (a) tem-se a estrutura cristalografica na qual o glifosato assumiu uma conformagdo mais
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estendida na entrada do sitio ativo; em (b) o atracamento com a estrutura ap6s a dindmica
molecular com o glifosato em uma conformacdo que apresenta maior contato com os residuos

do sitio ativo da enzima.

Figura 48. llustracdo do complexo ACCase-glifosato obtido do atracamento molecular: (a) ACCase em 0 ns; (b)
ACCase 10 ns de simulagdo por dindmica molecular (programa AutoDock 4.0).

Na Figura 49 tem-se a ilustracdo do clefoxydim complexado a ACCase em (a)
estrutura cristalografica e em (b) a estrutura apds a dindmica na qual o herbicida ndo fica

completamente encaixado ao sitio ativo.

Figura 49. llustracdo do complexo ACCase-clefoxydim: (a) ACCase 0 ns; (b) ACCase 10 ns de simulacéo por
dindmica molecular (programa AutoDock 4.0).

Considerando as Figuras 48 e 49, observa-se claramente que houve uma modificacao
no formato do sitio ativo da enzima ACCase. Uma verificagdo da trajetéria dos residuos do
sitio ativo durante a dindmica molecular mostrou que alguns desses residuos apresentaram
flutuacdo estrutural com valor acima de 1,6 A. Isto pode justificar o fato da energia livre de
interacdo do clefoxydim ter se tornado menos favoravel, quando realizado atracamento

molecular com a estrutura da enzima apo6s a dindmica. A mesma justificativa se aplica ao
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glifosato, que ao contrério, teve uma energia de interagdo mais favordvel. Deste modo, foi
utilizado o servidor Computed Atlas of Surface proteins (CASTp) (DUNDAS et al., ,2006),
que realiza o célculo do volume e a area de cavidades proteicas, e assim permite identificar
modificag¢fes no sitio ativo.

O CASTYp localiza e calcula volume e &reas das cavidades ou bolsas existentes nas
proteinas. Assim, foi possivel verificar que os residuos dos aminoacidos que compuseram 0
sitio ativo interagindo com os inibidores integraram uma grande cavidade denominada pelo
CASTp como POC208, na estrutura cristalografica (LUYR). A area do POC208 foi de
4.056,386 A% e 0 volume de 10.760,05 A% Nas estruturas da enzima ap6s 5 ns e 10 ns de
dindmica essas cavidades analogas a da estrutura cristalografica foram denominadas, pelo
servidor CASTp, como POC215 e POC225, respectivamente. A area do POC215 foi de
4,558,090 A%e o0 volume de 13.452,34 A%, A 4rea do POC225 foi de 4.599,35 A%e o volume
de 13.249,48 A®. A Tabela 5 mostra as &reas e volumes dessas cavidades.

Tabela 5. Areas e volumes das cavidades POC208, POC215 e POC225.

Nome da cavidade Area (A% Volume (A3)
POC208 4.056,386 10.760,05
POC215 4.558,090 13.452,34
POC225 4.599,35 13.249,48

Estas trés cavidades estdo ilustrados na figura 50 em uma representacdo da superficie
molecular dessa cavidade da ACCase, as regides das trés cavidades circuladas em amarelo
mostram o herbicida clethodim. Como esses valores de area e volume englobam uma area
extensa e ndo somente a regido do sitio ativo onde se forma o complexo enzima-herbicida, ou
seja, as regides circuladas em amarelo, foi necessario utilizar o programa D.S. 3.5 Visualizer
para verificar esses valores somente nessa regido.

Analisando o volume e a area ocupada pelo herbicida clodinafop no sitio ativo pode-se
verificar que a area do sitio ativo na estrutura cristalografica teve um valor de 350,904 A% e
volume 194.745 A3 na estrutura da ACCase de 5 ns o sitio ativo compreendeu uma éarea de
379,184 A% e volume no valor de 192.412 A% e para a estrutura com 10 ns de dinamica
molecular a area da regido do sitio ativo foi 342,928 A%e o volume de 192.241 A®. Percebe-se
que os volumes se tornaram menores, no entanto a area da estrutura de 5 ns apresentou um

valor maior em relacdo as demais estruturas. Uma comparacdo entre esses valores e as
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energias livres de interacdo para o herbicida clodinafop, que foram de -7,62; -6,28 e -6,47
kcal/mol, se tornou menos favoravel para a estrutura da ACCase em 5 ns e para estrutura de
10 ns voltou a aumentar um pouco. Uma explicacdo para o valor de -6,28 kcal/mol pode ser o
fato da maior area de superficie da enzima nessa conformacéo de 5 ns.

As imagens das trés cavidades (Figura 50) ilustram também o modo como a regido do
sitio ativo foi afetada devido a presenca do solvente. Em a) o herbicida se encaixa
completamente nessa regido, ja em b) e c¢) maior parte do herbicida fica voltada para o
solvente e em menor contato com os residuos, ou seja, ndo estdo tdo perfeitamente encaixados
na regido do sitio ativo, o que explica os volumes encontrados para o clodinafop no D.S. 3.5

Visualizer.
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Figura 50. Representacdo da superficie molecular das cavidades das estruturas da ACCase: a) cavidade POC208
da estrutura 1UYR, b) cavidade POC215 da estrutura ap6s 5 ns de dindmica molecular e ¢) POC225 estrutura da
cavidade ap6s 10 ns de dindmica molecular. Na representagdo da superficie molecular das trés cavidades a cor
verde representa dtomos de carbono, a cor azul representa &tomos de nitrogénio, a cor vermelha representa os
oxigénios e a cor amarela os 4&tomos de enxofre. Nas regides circuladas em amarelo estd o herbicida (programa
PyMOL, Schrodinger LLC, 2009).

Por outro lado, energia de interacdo do atracamento para o glifosato com a estrutura da
ACCase apds a dindmica se tornou mais favoravel. Em razéo do glifosato ser um herbicida
que possui menor volume molecular este foi favorecido na formagéo do complexo enzima-
herbicida no sitio ativo, e essa modificacdo do sitio ativo contribuiu para que mais residuos do

sitio ativo entrassem em contato com o herbicida glifosato.
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6. Consideracoes finais

O nanobiossensor para deteccdo de herbicidas inibidores da acetil-coenzima A
carboxilase (ACCase), que foi construido com o suporte de estudos tedricos previos constitui
uma alternativa interessante para analise de herbicidas presentes em produtos da cultura
agricola, pois este é capaz de detectar herbicidas em amostras em concentra¢fes nanomolares.
A realizacao experimental também mostrou que este consegue diferenciar a deteccdo entre um
herbicida da classe dos fops, o diclofop do herbicida atrazina (FRANCA, et al., 2011). Com o
presente trabalho, por meio da metodologia do atracamento molecular feito com doze
herbicidas (clefoxydim de litio, clethodim, clodinafop-propargil, propaquizafop, quizalofop,
bispyribac de sodio, imazaquin, pyrithiobac de sdédio, metsulfuron-metil, oxasulfuron,
ethoxysulfuron, glifosato) e a enzima ACCase juntamente com o estudo das interacdes
intermoleculares dos complexos enzima-herbicida formados foi possivel verificar que ha a
viabilidade da utilizacdo do nanobiossensor quanto a seletividade para herbicidas das classes
dos ariloxifenoxipropionatos (fops) e ciclohexanodionas (dims), ambas classes que sdo de
herbicidas inibidores da ACCase.

Para os herbicidas clefoxydim, clethodim, clodinafop, propaquizafop e quizalofop, os
calculos de atracamento molecular e as analises das interacBes intermoleculares dos
complexos formados mostraram que a ACCase tem seletividade para estes herbicidas. 1sso foi
observado com o atracamento molecular, cujo valor da energia de interacdo para a formacao
dos complexos entre a enzima e os herbicidas fops e dims apresentaram energia de interagdo
mais favoravel que os demais herbicidas. Foi possivel verificar também que para essas duas
classes hé interacdes intermoleculares especificas com a enzima, que faz com que estas sejam
possiveis elementos de reconhecimento pela enzima.

Essas interagcdes incluem a presenca de grupos alquila dos herbicidas localizados em
uma regido do sitio ativo da ACCase formada pelos residuos VAL-2001, LEU-1708, SER-
1708, VAL-2024 e ALA-1627; ligacbes de hidrogénio com os &tomos de oxigénio e
nitrogénio dos grupos amida dos residuos GLY-1998, ILE-1735, ALA-1627 e VAL-1967; e
interacdes do tipo CH-n ou n- = com o residuo de aminoacido TYR-1738. Essas interacdes
fizeram com que o valor da energia dos complexos encontrados pelo atracamento molecular
fosse mais favoravel e deste modo permite colocar a hipdtese de que a forca detectada pelo
nanobiossensor serd maior para esses herbicidas. Estes resultados obtidos mostram correlagdo

com os trabalhos de Xiang et al. (2009) e Zhang, Tweel & Tong (2004) no qual as estruturas
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cristalogréficas com herbicidas da classe dos fops e dims e a ACCase apresentaram interaces
intermoleculares reconhecidas no presente trabalho, estas que podem ser considerados
elementos de reconhecimento para essas duas classes de herbicidas.

No entanto, os calculos de atracamento molecular também permitem supor que a
seletividade para fops e dims pode ser afetada pelos herbicidas imazaquin e metsulfuron, que
se estiverem presentes na amostra analisada também poderiam ser detectados, mesmo néo
sendo inibidores especificos da ACCase. Esta hipdtese se faz, pois suas energias de interacdo
do atracamento foram comparaveis as energias de interacdo para fops e dims. Valores de
energia que se deram porque ambos imazaquin e metsulfuron apresentaram interacdes
intermoleculares comuns as duas classes. Contudo, para validar essas informacdes é
necessario experimentacdes com o nanobiossensor para se conhecer com que forca imazaquin
e metsulfuron séo detectados pelo AFM.

Comparando as energias de interacBes para os herbicidas - clefoxydim de litio,
bispyribac de sodio e pyrithiobac de sddio - cujo atracamento foi realizado com as estruturas
protonadas e com as estruturas do anion, foi verificado que os anions apresentam valores de
energia de interacdo menores, ou seja, mais favoraveis. Isso ocorre porque o potencial
eletrostatico da enzima mostra que o sitio ativo € predominantemente carregado com cargas
positivas. Deste modo, considerando o pH em que o herbicida se encontra, um meio fosse
basico pode favorecer a deteccdo quando do uso do nanobiossensor, ja que este meio deixaria
maior concentracdo do herbicida desprotonado.

Quanto a influencia da presenca da agua nas energias dos calculos de atracamento, a
dindmica molecular permitiu verificar flutuacGes estruturais na regido do sitio ativo com
RMSD maior que 1,6A. Os resultados mostraram que o funcionamento do nanobiossensor
pode ser afetado quanto a sensitividade, pois a comparagdo das energias livres de interacdo do
atracamento com a estrutura da enzima antes e depois da dindmica mostrou que essas sdo
desfavorecidas para a ultima. Assim, com 0 aumento nos valores das energias os valores das
constantes de inibicdo encontrados no atracamento também aumentaram, o que indica a
necessidade de maior quantidade do herbicida presente na amostra para que este possa ser
detectado.

Para os herbicidas da classe dos fops e dims, as energias livres de interagdo para 0s
complexos formados com a enzima antes e ap6s dindmica se tornaram menos favoraveis apds
dindmica molecular. Pode-se observar também que o comportamento do complexo ACCase-
glifosato diferiu do comportamento geral apresentado pela maioria dos herbicidas estudados,

ja que a sua energia de interacdo foi favorecida pela presenca implicita da agua no
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atracamento. O que se deve pelo menor volume ocupado pelo glifosato no sitio ativo, no qual
apresentou contato com mais residuos de aminoacidos em relacdo a estrutura cristalogréafica,
assim sua formacdo do complexo com a enzima foi mais favorecida que os demais. Em
relacdo a seletividade, esta ndo foi afetada pela presenca da &gua, pois as melhores energias de
interacdes, de acordo com a energia livre de interacdo do atracamento, continuaram a ser para
os herbicidas fops e dims.
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7. Trabalhos Futuros

e Calcular as forgas de interacdo e o potencial de forca entre os herbicidas e a enzima
ACCase utilizando a metodologia de Dindmica Molecular, em particular a Dinamica
Molecular Direcional.

e Analisar as interacdes especificas ao redor do sitio ativo para os complexos enzima-
herbicida com as estruturas da enzima ap6s a dindmica molecular para comparacao
dos resultados obtidos aqui;

¢ Realizar testes experimentais com nanobiossensor com os herbicidas estudados neste

trabalho.
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