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RESUMO

Nesse estudo, o objetivo foi desenvolver e descrever um modelo molecular da
interacdo enzima-inibidor que seja base para a projecdo otimizada de um
nanobiossensor de AFM para a deteccdo de pesticidas utilizados na agricultura e seu
controle dentro dos niveis estipulados pela legislacdo vigente. O herbicida estudado
(imazaquin) é um representante do grupo das imidazolinonas e é inibidor da atividade
da enzima Acetohidroxiacido Sintase (AHAS), responsavel pela etapa inicial de sintese
dos aminoacidos de cadeia ramificada. A andlise das propriedades dessa enzima na
presenca de seus cofatores FAD e TPP foi realizada para se obter informacoes
estruturais e de distribuicdo de cargas na superficie molecular para avaliar a
funcionalizacdo da ponteira do microscépio de forca atbmica por meio da imobilizacao
da enzima. A simulagdo computacional do sistema, por Dindmica Molecular, foi
permitida com a obtencdo dos parametros de campo de forca para os cofatores e o
herbicida utilizando a ferramenta online SwissParam e estes foram implementados no
campo de forca CHARMMZ27, utilizado pelo software GROMACS; em seguida, as
devidas simula¢Ges foram realizadas para a validagdo dos mesmos. A orientagdo
molecular da AHAS foi definida com base no mapa eletrostatico e na disponibilidade do
herbicida no sitio ativo. Realizou-se simulacdo de dindmica molecular direcional
(SMD), seguida de calculos quanticos para os frames mais representativos, segundo a
metodologia QM/MM sequencial, em uma direcdo especifica de retirada do herbicida
do sitio ativo. Para isso, aplicou-se forcas harmonicas externas com constantes de forca
similares a do cantilever do AFM para simular experimentos de deteccdo desse
herbicida pelo nanobiossensor proposto. Foram calculados um valor de forca de
1391 pN e uma energia de ligacéo de -14048,52 kJ mol™.

Palavras-chave: nanobiossensor enzimatico, Microscopia de Forga Atdmica (AFM),
Acetohidroxiacido Sintase (AHAS), Imazaquin, Dinamica Molecular.
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ABSTRACT

In this study, our goal was develop and describe a molecular model of the
enzyme-inhibiting interaction which can be used for an optimized projection of a
Microscope Force Atomic nanobiosensor to detect pesticides molecules, used in
agriculture, to evaluate its accordance with limit levels stipulated in valid legislation for
its use. The studied herbicide (imazaquin) is a typical member of imidazolinone family
and is an inhibitor of the enzymatic activity of Acetohydroxiacid Synthase (AHAS)
enzyme that is responsible for the first step of pathway for the synthesis of side-chains
in amino acids. The analysis of this enzyme property in the presence of its cofactors was
made to obtain structural information and charge distribution of the molecular surface to
evaluate its capacity of became immobilized on the Microscopy Atomic Force tip. The
computational simulation of the system, using Molecular Dynamics, was possible with
the force-field parameters for the cofactor and the herbicides obtained by the online tool
SwissParam and it was implemented in force-field CHARMMZ27, used by software
GROMACS,; then appropriated simulations were made to validate the new parameters.
The molecular orientation of the AHAS was defined based on electrostatic map and the
availability of the herbicide in the active site. Steered Molecular Dynamics (SMD)
Simulations, followed by quantum mechanics calculations for more representative
frames, according to the sequential QM/MM methodology, in a specific direction of
extraction of the herbicide from the active site. Therefore, external harmonic forces
were applied with similar force constants of AFM cantilever for to simulate herbicide
detection experiments by the proposed nanobiosensor. Force value of 1391 pN and

binding energy of -14048.52 kJ mol™ were calculated.

Keywords: enzymatic nanobiosensor, Atomic Force Microscopy (AFM),

Acetohydroxyacid Synthase (AHAS), Imazaquin, Molecular Dynamic.
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1 INTRODUCAO

O crescente aumento da populacdo mundial veio acompanhado de uma maior
demanda por alimentos fazendo com que, desde o século XIX, a producdo fosse aprimorada,
como resultado do uso de maquinarios mais modernos e de agrogquimicos mais eficientes
(JHA et al., 2011; MOUSAVI; REZAELI, 2011).

No Brasil, o atual modelo agrério baseia-se em monocultivos para exportacdo que
fazem uso intenso de tecnologias mecanizadas e de agroquimicos. Ndo por menos o pais €
hoje 0 maior consumidor mundial de agrotoxicos (PORTO; SOARES, 2012). De acordo com
dados de 2015 do Sindicato Nacional da Inddstria de Produtos para Defesa Vegetal
(SINDIVEG), o pais mostrou, na Gltima década, uma tendéncia crescente no uso de
defensivos agricolas. Em 2014, as cifras movimentadas por esse mercado ultrapassaram os 12
bilhGes de ddlares. Conforme apresentado no grafico da Figura 1, merece destaque nesse
mercado a classe dos herbicidas: defensivos destinados ao combate do florescimento de ervas
daninhas, visto que quando aplicados as plantas, reagem com seus constituintes morfologicos
ou interferem em seus sistemas biogquimicos, causando efeitos morfol6gicos ou fisiologicos de

graus variaveis, resultando na morte total ou parcial das mesmas (CARVALHO, 2013).

Figura 1 — Participacdo das classes de defensivos agricolas na quantidade vendida, em
Produto Comercial no Brasil, em 2014.

Herbicidas
(52,2%)

Inseticidas
(25,5%)

Acaricidas
(1,2%)

Fonte: SINDIVEG. Dados Basicos. Sao Paulo, 2015.

No entanto, o uso indiscriminado e inadequado desses pesticidas tem deixado 0s
ecossistemas vulneraveis as agdes desses compostos altamente toxicos (GOODLAND, 1997)
trazendo uma serie de transtornos e modificacbes para o ambiente. Os problemas estdo
associados a contaminacdo direta ou por efeitos cumulativos nos componentes bioticos e
abioticos dos ecossistemas, ou ainda, a exposi¢cdo humana a esses contaminantes acarretando
efeitos nocivos a saude (COLOSIO; MORETTO, 2008; PERES; MOREIRA, 2007).



Dessa forma, torna-se primordial a deteccdo e quantificacdo desses agrogquimicos
empregados nas culturas valendo-se de técnicas analiticas, dentre as quais as mais empregadas
sdo: cromatografia liquida de alta e/ou ultra eficiéncia (HPLC e UPLC) (FENOLL et al.,
2012; GHOBADI; YAMINI; EBRAHIMPOUR, 2015; LI et al., 2016), cromatografia gasosa
(GC) (KUMAZAWA et al., 1995; TADEO; SANCHEZ-BRUNETE, 2013) e espectrometria
de massas (MS) (DONG et al., 2016; GOSCINNY, et al., 2012). No entanto, esses estudos
deparam-se com problemas analiticos complexos ocasionados pela gama de substancias
existentes a serem determinadas, em geral, presentes em nivel de tracos (MARQUES;
MARQUES; NUNES, 2006). Sendo assim, € necessaria a busca por metodologias alternativas
a serem empregadas na deteccdo de herbicidas, sendo promissor o uso de biossensores (DING
etal., 2014; ESPINOZA et al., 2014; LEE, 2008; OLIVEIRA et al., 2012).

Um biossensor ¢ um dispositivo que contém um sistema de bioreconhecimento —
estruturas como enzimas, anticorpos, DNA, células, microrganismos, entre outros — associado
a um transdutor fisico-quimico que converte o sinal obtido da interacdo do componente
biolégico com o analito de interesse em um sinal util e quantificavel, ou seja, em um sinal
elétrico proporcional a concentragdo da espécie investigada (BANICA, 2012; FILHO;
CAPELATO, 1992). Um das etapas primordiais na elaboragcdo de um biossensor é a escolha
do bioelemento a fim de que este forneca elevado grau de seletividade e/ou especificidade,
para a substancia ou grupo/classe de substancias de interesse, de modo que a partir dai seja
feita a escolha do transdutor adequado, dentro da faixa de medida (THEVENOT et al., 2001).
Isso porque a partir da combinacdo fisica bem sucedida desses dois elementos é possivel criar,
em nivel molecular, um ambiente semelhante aquele em que o componente biolégico opera
em condicdes fisiologicas (SIGRIST; GAO, 1999).

Um dos critérios de classificacdo desses biossensores refere-se ao material de
reconhecimento empregado (ARORA, 2013). Quando o elemento biologico utilizado para
interagir com o analito de interesse é uma enzima tem-se um biossensor enzimatico. Esses
sensores sdo baseados no principio da inibicdo enzimatica pelo analito, monitorando-se a
atividade enzimatica na presenca e na auséncia do inibidor (AMINE et al., 2015).
Historicamente, o primeiro sensor desse tipo foi apresentado, em 1962, por Guilbault e
colaboradores (GUILBAULT, G; KRAMER, D; CANNON, 1962). No entanto, séo recentes
0s maiores esforcos no desenvolvimento e compreensdo desses dispositivos analiticos para

aplicacdo nas mais diversas areas.



A classificacdo do biossensor pode ser extrapolada considerando-se a escala métrica
de operacdo. Em vias de priorizar maior sensibilidade e seletividade do sensor, torna-se viével
a miniaturizacdo de suas partes sensoriais, fazendo com que a operacao de deteccdo do analito
seja realizada em escala nanométrica com o auxilio da Nanotecnologia, de modo que o0s
eventos investigados sejam compreendidos numa escala que varia de 1 a 100 nm. Nesse
contexto, tem-se 0 grupo de técnicas de Microscopia de Varredura por Sondas, SPM (do
inglés, Scanning Probe Microscopy). Em especial a Microscopia de Forca Atdmica, AFM (do
inglés, Atomic Force Microscopy) que tem ganhado destaque pela sua operacdo de varredura
da superficie de estudo utilizando sondas (ponteira + cantilever) de tais dimensbes (WEEKS,
2008). Estudos recentes apontam para o avango da aplicacdo do AFM no reconhecimento
molecular de moléculas alvo, para desenvolvimento de nanobiossensores. Para tanto, utiliza-
se micro-cantilevers (hastes flexiveis) e técnicas de modificacdo quimica da superficie da
ponteira (tip), suportadas pela Ciéncia dos Materiais, por meio da sua funcionalizacdo com
agrupamentos quimicos especificos que promovam uma ligacéo covalente para imobilizar ou
adsorver, de forma efetiva, uma molécula sensorial (elemento de reconhecimento biol6gico)
(FERREIRA; YAMANAKA, 2006).

Neste contexto, pode-se utilizar nanobiossensores enzimaticos para detectar uma
classe de herbicidas que seja inibidora da atividade de uma enzima especifica. 1sso pode ser
realizado pela imobilizacdo da enzima (camada receptora) na ponteira de um biossensor do
tipo AFM, a fim de que essa estabeleca uma interacdo com a amostra a ser analisada o que
resulta na deflexdo do cantilever. Essa deflexdo, resultado da forca interatdbmica entre a
enzima e o analito, é diretamente proporcional a concentracdo do pesticida. Dessa forma,
esses dispositivos de deteccdo podem ser Uteis no monitoramento de herbicidas nas culturas
para avaliar seus niveis de concentracdo, de modo que 0s mesmos se enquadrem nos limites
estabelecidos pela legislacdo vigente no pais ou, até mesmo, pelo mercado mundial no tocante
a qualidade dos alimentos oriundos do campo.

A enzima acetohidroxiacido sintase (AHAS), é essencial na fase inicial do processo de
metabolizacdo dos amino&cidos valina, leucina e isoleucina (MAZUR; FALCO, 1989).
E justamente esse o alvo primario de acio de diferentes classes de herbicidas, dentre as quais
cita-se as sulfonilureias, imidazolinonas, triazolopirimidinas e pirimidiloxitiobenzoatos
(CHRISTOFFOLETI, 1997) . Sendo assim, ao se utilizar essa enzima como elemento de
biorreconhecimento em nanobiossensores do tipo AFM, pode-se realizar a deteccdo de

qualquer uma das classes de herbicidas supracitados. Baseando-se no trabalho de Leite e



Colaboradores (2013), que desenvolveram o biossensor para um herbicida representante da
classe das sulfonureias (DA SILVA et al., 2013), o presente trabalho propde um biossensor
para herbicidas da classe das imidazolinonas.

A andlise da viabilidade de construcdo e a fabricacdo desses nanobiossensores
otimizados requer um conhecimento, a priori, de varias caracteristicas. Logo, valendo-se das
técnicas de modelagem molecular é possivel descrever, em nivel atbmico, as propriedades de
tal sistema molecular (LEACH, 2001). Utilizar métodos tedricos computacionais torna-se
uma alternativa extremamente Gtil haja visto que é possivel simular o processo de deteccdo do
herbicida pelo biossensor a partir da funcionalizagcdo da ponteira do AFM com a enzima
AHAS, a partir do conhecimento da interacdo entre substrato e sitio catalitico da enzima, de

modo a sugerir as condicdes ideais para o seu funcionamento.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Simular computacionalmente, em nivel molecular, o funcionamento de um
nanobiossensor enzimatico durante o processo de deteccdo do herbicida imazaquin, inibidor
da enzima acetohidroxacido sintase (AHAS), visando propor um mecanismo de

funcionamento e subsidiando o desenvolvimento desse novo biossensor.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A fim de propor computacionalmente o biossensor, conforme mencionado acima, o
presente trabalho apresentou os seguintes objetivos especificos:

. Estudar os cofatores da enzima acetohidroxacido sintase (AHAS);

o Simular a dinamica estrutural da enzima AHAS em solucdo aquosa com todos
0s seus cofatores;

o Criar um modelo atomistico do herbicida imazaquin, inibidor da atividade

enzimatica da AHAS e validar essa metodologia de parametrizacéo;

. Descrever as interacdes especificas entre o herbicida e a enzima AHAS em fase
condensada;
. Simular o processo de detec¢do do herbicida pelo nanobiossensor para propor

um mecanismo de funcionamento, calculando sua forca e energia de interacéo.



3 ASPECTOS TEORICOS

3.1 NANOBIOSSENSORES ENZIMATICOS

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), um
“biossensor & um instrumento integrado que € capaz de fornecer uma informacao analitica
especifica quantitativa ou semi-quantitativa através do uso de um elemento de
reconhecimento bioldgico (receptor bioquimico) que estd em contato direto com o elemento

transdutor”. A Figura 2 ilustra a organizacao dos componentes funcionais desses dispositivos.

Figura 2 — Configuracdo basica de um biossensor.
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Fonte: Adaptado de (CALIL, 2011)

As variag0es na natureza do composto de biorreconhecimento e/ou no sistema de
transducdo utilizado possibilitam inGmeras estratégias alternativas no desenvolvimento de
biossensores, cada qual apresentando solugdes para problemas analiticos nas mais diversas
areas de aplicacdo. Dessa forma, a classificacdo desses biossensores é realizada baseando-se
no componente biolégico e no transdutor, visto que as escolhas adequadas dos mesmos
dependem das propriedades da amostra a ser analisada e da natureza da grandeza fisica a ser
medida. Na Tabela 1 é apresentada uma esquematizacdo da classificagcdo dos biossensores de

acordo com esses dois critérios.



Tabela 1 — Classificacdo dos biossensores de acordo com o elemento bioldgico sensivel e o

transdutor utilizado.

Biossensor

Biorreceptor

Imunossensor
Sensor Celular
Sensor Enzimatico
Sensor Microbioldgico
Sensor Tecido

Sensor Organela

Anticorpo/Antigeno
Células
Enzimas
Microorganismos
Tecidos Animais ou Vegetais

Organelas

Biossensor/Transdutor

Grandeza Fisica Resultante

Amperométrico
Calorimétrico
Condutimétrico

Mecanico
Otico

Piezoelétrico

Potenciométrico

Corrente Elétrica
Calor
Conduténcia
Deslocamento/Movimento
Variaco de Luminosidade/indice de
Refracédo
Variacdo de Massa

Diferenca de Potencial (Voltagem)

Fonte: (FILHO; CAPELATO, 1992; SALGADO, 2001)

Resumidamente, torna-se possivel dizer que a viabilidade de construcdo de um
biossensor esta intrinsicamente relacionada a seletividade do elemento biol6gico para
reconhecimento do analito de interesse, e a sensibilidade do transdutor em converter o sinal
obtido dessa interacdo em um sinal quantificavel. Sendo assim, durante a etapa de selecdo do

elemento de biorreconhecimento é necessario analisar diversas caracteristicas tais como:

o Disponibilidade do sitio ativo para reagir/interagir com a espécie analisada;
o Estabilidade quimica e fisica frente as condi¢fes do meio;
o Possibilidade de sofrer modificagdes ou serem imobilizadas sem que tenham

seu desempenho afetado (SALGADO, 2001).

Em virtude de se adequar a essas caracteristicas € que a grande maioria dos
biossensores desenvolvidos utiliza enzimas como componente biologico (DU; ZHOU; CAl,
2008). De acordo com Lehninger (1989), enzimas sdo compostos biologicos formados em sua



maioria por proteinas cujo principal papel é o de biocatalisadores. Dessa forma, em funcéo da
elevada especificidade de seu sitio ativo com a molécula de substrato, as mesmas sdo
responsaveis pela diminuicdo da energia de ativacdo e, portanto, a aceleracdo de diversas
reacOes metabolicas sob diversas condigdes fisioldgicas de pH e temperatura (NELSON;
COX, 2011).

Considerando-se 0 exposto até entdo sdo inegaveis as vantagens de aplicar enzimas
como componente biologico. No entanto, ha obstaculos préaticos relacionados a sua aplicacédo
nesses dispositivos, para emprego nos setores industriais e na pesquisa cientifica. A
dificuldade principal esta relacionada a solubiliza¢&o dessas enzimas nos meios reacionais e a
sua posterior retirada para reutilizacdo ou adicdo de uma nova enzima a cada nova medida
tornando as analises demasiadamente dispendiosas (NUNES; JEANTY; MARTY, 2004). No
entanto, esse problema tem sido contornado aplicando-se a técnica de imobilizacdo. Esse
processo consiste na fixacdo do material bioldgico no suporte do transdutor, ou seja, na
insolubilizagdo da enzima (COULET; BLUM, 1991; FILHO; CAPELATO, 1992). A
comparacdo entre as caracteristicas de uso das enzimas nas formas livre e imobilizada

encontra-se apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Comparacdo das caracteristicas desejaveis das formas livre e imobilizada do
componente bioldgico, para aplicagdo em biossensores enzimaticos.

Caracteristica Forma Livre Imobilizadas
Estabilidade Menor Maior
Reutilizacéo Né&o ocorre Ocorre

Tempo de uso e )
Menor Maior
armazenamento
Custo Maior Menor
Facil inativacdo em funcéo
Atividade de fatores biologicos, Variavel

quimicos e fisicos

Fonte: (COULET; BLUM, 1991; FILHO; CAPELATO, 1992)

Em se tratando da escolha do transdutor, uma opc¢éo ainda pouco explorada, mas que
tem se mostrado eficiente, sdo 0s sensores baseados em ponteiras associadas a cantilevers

como os utilizados em Microscopia de Forca Atdmica (AFM) - maiores detalhes a respeito



dessa técnica serdo abordados na Secdo 3.1.1, ou seja, dispositivos sensoriais com mecanismo
de transducdo mecanica. A escolha desse tipo de sistema se baseia na possibilidade de
utilizacdo de um método de analise promissor que permite a deteccdo de diferentes analitos
mapeando interacdes intermoleculares especificas com o0s agrupamentos funcionais do
substrato em escala micro e nanométrica o que acaba conferindo maior sensibilidade a técnica
(DA SILVA et al., 2013, 2014; MORAES et al., 2015). E por essa escala de operago que se
extrapola a definicdo de “biossensores” para ‘“nanobiossensores” enzimaticos.

Esses dispositivos constituem uma area multidisciplinar e, por isto, sdo desenvolvidos
para as mais diversas aplicacOes, tais como: salde e medicina (D’ORAZIO, 2003), controle
de processos industriais (BAEUMNER, 2003; YU et al., 2005), garantia da qualidade de
produtos alimenticios (TERRY; WHITE; TIGWELL, 2005) e monitoramento da qualidade
ambiental (RODRIGUEZ-MOZAZ; LOPEZ DE ALDA; BARCELO, 2006). Conforme ja
mencionado na Secdo 1, desde a década de 60 diversos biossensores enzimaticos tem sido
desenvolvidos. No entanto, séo recentes 0os maiores esforgos em aperfeicoar esses dispositivos
a fim de que sejam utilizadas nas areas supracitadas atendendo aos interesses dos setores
industriais. O grafico a seguir mostra o numero de publicacGes cientificas que apresentam

como assunto central esses dispositivos analiticos.

Figura 3 — Numero de trabalhos publicados na area nos Gltimos quinze anos utilizando-se a
base de dados ScienceDirect. *Trabalhos publicados/aceitos para publicacdo até 14 de
mar¢o/2016.
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Fonte: Autor - ScienceDirect.
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Os dados apresentados no grafico foram obtidos pelo sistema de busca de artigos da
base de dados ScienceDirect utilizando as palavras-chave “biosensor”, “enzyme”, “inhibition”
para a tendéncia geral e as mesmas palavras-chave acrescidas de “atomic force microscopy”
para o objeto de estudo do presente trabalho. O grafico faz uma comparacdo entre o
quantitativo de papers, dos ultimos 15 anos, que apresentam como tema principal 0s
biossensores baseados em inibicdo enziméatica como um todo e aqueles que utilizam a técnica
de microscopia de forca atdbmica para a deteccdo do analito. Conforme apresentado na
Figura 3 é possivel observar, nos dois casos, uma tendéncia crescente, durante o periodo
analisado, indicando assim o interesse pelo estudo desses dispositivos em diversas
universidades e institutos de pesquisa em nivel mundial. Nota-se ainda que os biossensores
enzimaticos que se valem da AFM ainda correspondem a uma parcela pequena dentro do

contexto geral tornando-se assim um promissor objeto de estudo.

3.1.1 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Em 1981, Binning e Rohrer conciliaram a elevada resolu¢do dos microscépios de
varredura e de transmissdo (MEV e MET) com a possibilidade de obter imagens em meio
aquoso dos microscopios Opticos, ao apresentarem a técnica conhecida como Microscopia de
Varredura por Tunelamento- SMT (do inglés, Scanning Tunneling Microscopy)
(BEVERIDGE; KOVAL, 1981). Esta técnica é atil no imageamento de superficies de
substancias condutoras de elétrons, sendo pioneira na implementacdo da ciéncia e engenharia
em nanoescala. Como continuidade no avanco das técnicas nanométricas, cinco anos depois,
0s pesquisadores Binning, Quate e Gerber inventaram o Microscopio de Forca Atdmica —
AFM (do inglés, Atomic Force Microscopy), também conhecido com SFM (do inglés,
Scanning Force Microscopy) (BINNIG; QUATE; GERBER, 1986), que produz imagens de
superficies condutoras e ndo condutoras, como por exemplo, metais, peliculas organicas,
polimeros, amostras biologicas em sistemas condutores e isolantes (OHNESORGE; BINNIG,
1993). Dentro da classe das microscopias esses instrumentos (SMT e AFM) formam juntos
um novo conjunto conhecido como SPM’s (do inglés, Scanning Probe Microscopies)
(CHICHESTER, 1998). A Figura 4 ilustra os componentes basicos do sistema de microscopia

de forca atdbmica e suas respectivas fungoes.
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Fotodetector: apds ser refletido por um espelho
o feixe de luz chega ao fotodiodo de quatro
quadrantes responsivel por medir as variacfes
de posicio de deflexio sofridas pelo cantilever.

Laser: fonte de luz

Cantilever: haste flexivel que sofre deflexdes de
acordo com as interacdes entre a ponfeira e o amostra.
A forca dessa interacéio pode ser escrita em funcio

dessa variacdo posicional conforme mosirado no
quadro a seguir.

F=-K*x

Figura 4 — Diagrama esquematico dos principais componentes de um microscépio de forca
Ponta do AFM: ponteira piramidal de

atébmica.
comprimento na ordem de micrimefros.

As suas ferminacdes atimicas interagem com
a amosira analisada provocando deflexdes
no cantilever.

—F‘"

Fonte: Adaptado de (OLIVEIRA, 2013)

Além de suas aplicacbes topograficas, a microscopia de forca atdbmica pode ser
aplicada em sistemas de sensoriamento de amostras em escala nanométrica. Valendo-se das
técnicas de modificacdo quimica das ponteiras do microscépio de forca atbmica e dos micro-
cantilevers, é possivel identificar e quantificar diferentes analitos. Esses sdo 0s
nanobiossensores de ponta de AFM. Nesses dispositivos, a deteccdo ocorre por meio do
reconhecimento molecular da interacdo entre a ponteira do cantilever com um substrato
especifico ou entre a molécula imobilizada no topo da ponteira modificada com o analito de
interesse (CHICHESTER, 1998). A resposta a esta interacdo € dada pela forca responsavel
pela deflexdo do cantilever, que atua como um transdutor de forca, em funcdo da distancia
que este é mantido da superficie da amostra. Com base nessa distancia é que séo diferenciados
0s modos de operagdo na técnica de AFM que se encontram descritos em maiores detalhes a

seguir e ilustrados na Figura 5.

e Modo contato: a distancia entre o cantilever e a superficie da amostra é de poucos
angstrons (A), gerando imagens de excelente resolugio e fazendo prevalecer forgas
repulsivas de van der Waals. O contato existente faz com que, por vezes, a amostra

seja danificada;
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e Modo de ndo-contato: a distancia entre o cantilever e a superficie da amostra varia
entre dezenas e centenas de angstrons (A), gerando imagens de resolucao mais baixa e
fazendo prevalecer forcas atrativas eletrostaticas e de van der Waals. Sem os efeitos de
atrito entre a ponteira e a amostra, seu dano ndo ocorre;

e Modo intermitente (tipping mode): contorna os problemas de baixa resolucéo e da
prevaléncia das forcas adesivas do modo de ndo-contato e do contato constante
existente no modo contato ao se valer de uma ponteira vibrante que fica mais proxima
da amostra (CHICHESTER, 1998).

Figura 5 — Representacdo esquematica dos modos de operacdo do AFM: contato (a),
ndo-contato (b) e intermitente (c).

Cantilever

| -

Amostra__\/— Ponteira l—"ﬁ "‘E?

|
Substrato (a) (b) (c)

Fonte: (FERREIRA; YAMANAKA, 2006)

Conforme mostrado previamente na Figura 4, a forca de interacdo entre a ponteira e a
superficie da amostra € que provoca a deflexdo do cantilever, de modo, que essas duas
grandezas sdo diretamente proporcionais e estdo relacionadas pela Lei de Hooke apresentada

na Equacdo 1:
F= —k.Ax (1)

onde, F é a forga de interacdo, k constante de mola (spring constant) caracteristica de cada
cantilever, Ax é a deflexdo sofrida pelo cantilever (BOWEN; HILAL, 2009).

Para que as medidas dessas interacdes especificas sejam realizadas com precisdo é
necessaria a realizacdo da modificacdo quimica da ponteira do AFM, ou seja, a sua
funcionalizagdo com grupos moleculares bem definidos. No presente caso, a enzima, cuja
acdo é inibida pelo herbicida a ser detectado, é imobilizada por adsorcdo na superficie da

ponteira do AFM, de modo que os grupamentos funcionais do sitio ativo estejam disponiveis
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para interagdo com o agroquimico, conferindo maior sensibilidade & analise. As forcas
responsdveis por essa interacdo especifica enzima-herbicida sdo forgas fracas, como
interacdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e forcas de van der
Waals — estas tltimas mais comumente associadas a técnica de AFM (MULLER et al., 1996).
Dessa forma, a aplica¢do do método de imobilizacdo mais adequado, a fim de garantir que o0s
grupamentos chave estejam disponiveis para promoverem as ligacfes, € uma etapa critica na
projecdo de um nanobiossensor enzimatico. Isso pode ser conseguido valendo-se das técnicas
de modelagem molecular que descrevem em escala atdmica 0s eventos envolvidos nessa
interacéo e que, portanto, seréo utilizadas no presente trabalho.

O presente grupo de pesquisa e colaboradores apresentaram, em estudos recentes que
sdo a base para este trabalho, a aplicadabilidade das técnicas de modelagem molecular no
design de nanobiossensores e sua correlacdo com estudos experimentais. Inicialmente, Franca
et al. (2011) estudaram a funcionalizagcdo da ponteira do AFM com a enzima ACCase
(monémero e dimero) para detecgdo dos herbicidas atrazina e diclofop. Esse estudo
apresentou as bases metodoldgicas que norteiam essa linha de pesquisa e mostrou a utilizade
das técnicas de modelagem molecular na predi¢do de propriedades estruturais e eletrostaticas
de biomoléculas utilizadas em biossensores. Os calculos foram validados com dados prévios
de curvas de forca do AFM indicando a seletividade desse como dispositivo de
sensoriamento. Posteriormente, Deda et al. (2013) consolidaram, com dados experimentais, a
efetividade da funcionalizacdo da ponteira do AFM utilizando a enzima ALS para deteccdo de
agroguimicos. Mais recentemente, um modelo tedrico-computacional para a ponteira do AFM
funcionalizada foi proposto por Oliveira et al. (2013) assim como o tratamento geométrico e
matematico denominado de “Modelo Rigido” para calcular a area supercial disponivel e o
nimero de enzimas necessarias para recobrimento da superficie da ponteira (AMARANTE et
al., 2014). Ademais, vale considerar ainda que estudos similares tem sido desenvolvidos para
a deteccdo do herbicida glifosato, o herbicida mais utilizado em escala mundial, pela sua

interacdo especifica com a enzima EPSPs.

3.1.2 Enzima Acetohidroxiacido Sintase (AHAS)

Dentre as macromoléculas bioldgicas, as proteinas sdo as mais abundantes, pois estdo

no centro da acdo dos processos bioldgicos, sendo encontradas em todas as células. O termo
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proteina vem do grego, proteios, e significa primério. Tal terminologia foi adotada por G. J.
Mulder (1983) ao denominar uma classe de compostos naturais contendo o elemento quimico
nitrogénio, e que sdo essenciais a nutricdo animal (VOET, D; VOET, J. G.; PRATT, 2008).

As proteinas sdo constituidas por unidades estruturais, os aminoacidos. Todos eles
apresentam em comum 0s grupamentos amino e carboxil ligados a um carbono a e se
distinguem uns dos outros pela cadeia lateral (grupo R), que afeta suas propriedades,
conforme apresentado na Figura 6 (NELSON; COX, 2011).

Figura 6 — Estrutura geral dos a-aminoacidos.

00"
n
HZN*—{’T‘.—H
R

Fonte: Autor

Ao todo, os aminoacidos abrangem 20 estruturas fundamentais usadas pelas células
para formarem as proteinas. S3o os chamados a-aminodcidos. Conforme observado, o
carbono alfa esta covalentemente ligado a quatro grupos distintos o que o torna centro quiral,
ou seja, ha para cada uma dessas estruturas dois estereoisdmeros (L- e D-) que sdo capazes de
desviar o plano da luz polarizada. Na Figura 7 estdo apresentadas as estruturas dos
amino&cidos, classificadas de acordo com as caracteristicas fundamentais do grupo R
(NELSON; COX, 2011).
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Figura 7 — Estruturas covalentes dos 20 aminoécidos mais comuns encontrados em proteinas,
apresentadas em seu estado de ionizagdo predominante em pH neutro, classificadas de acordo
com a caracteristica quimica do agrupamento R (por¢des sombreadas).

Grupos R aromaticos
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CHj3 SH
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72X
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/N
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Fonte: Adaptado de (NELSON; COX, 2011).
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(Asp) (Glu)

Torna-se possivel observar que em pH = 7,0 todos 0s aminoacidos encontram-se na

forma ibnica, na qual os grupamentos amino e carboxil estdo carregados positiva e

negativamente, respectivamente. Isso se deve a uma particularidade do comportamento

quimico dessas estruturas: o carater zwitterionico. Isso significa que em solucdo aquosa nas

condices fisioldgicas essas estruturas podem se comportar como acido (doador de protons)
ou como base (receptor de prétons) (SOLOMONS, 2005).

A ligacdo entre duas moléculas de aminoacidos ocorre por meio de uma reacdo de

condensag@o, em que o agrupamento a-amino de uma se liga ao agrupamento a-carboxil da
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outra resultando na eliminacdo de uma molécula de &gua (Figura 8) e na formacdo de uma
ligagdo peptidica, caracterizada por sua rigidez e planaridade (VOET, D; VOET, J. G,;
PRATT, 2008).

Figura 8 — Reacdo de condensacao entre aminoécidos formando uma ligacao peptidica.

i H
ILN—CH—ﬁ—o +H—§¥CH~COO
O H

\') H.O

b
IhN—CH—ﬁ—N—CH—COO
O

Fonte: Adaptado de (VOET, D; VOET, J. G.; PRATT, 2008).

Quando muitos desses aminoécidos se ligam, formam-se cadeias polipeptidicas que,
na grande maioria dos casos, isoladas ou aos pares, resultam nas proteinas. Essas estruturas
sdo compostas por milhares de residuos de aminoacidos que, em geral, apresentam massas
molares superiores a 10.000 Da (NELSON; COX, 2011).

Diferencas na funcdo proteica sdo resultados das diferentes composicOes e
sequenciamentos dos aminoacidos que, por sua vez, geram padrGes de enovelamento
distintos. Portanto, descrever as proteinas estruturalmente, em detalhes, € uma ardua tarefa.
Neste sentido, as proteinas foram organizadas em quatro niveis estruturais distintos, cada qual
com sua abordagem especifica. Na Figura 9 estdo apresentados 0s niveis estruturais em
proteinas e suas respectivas descricoes.

Algumas enzimas sdao formadas apenas de aminoacidos que se unem covalentemente,
de forma a originar as cadeias peptidicas. No entanto, a maioria das enzimas exigem alguns
componentes quimicos adicionais para sua atividade catalitica, os cofatores (NELSON; COX,
2011).
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Figura 9 — Niveis da estrutura das proteinas.
Estrutura Quaternariac
organizacio espacial da proteinas
quando a mesma possui duas ou

? Estrutura Secundaria: mais cadeias polipeptidicas.
»A.——.~ Inclui os padrdes regulares ¢
:E‘é de dobramento de

Thr polipeptideos.

Asn/ =

1 T E—

ol

jAla) ;

Aln| :

G

Lys| Hélice o

Va

Estrutura Priméaria: Estrutura Terciaria: Subunidades
Estrutura tridimensional completa Reunidas
de um polipeptideo inteiro inclusive

das cadeias laterias.

Sequéncia de aminoacidos
da cadeia(s) polipeptidica(s)

Fonte: Adaptado de (NELSON; COX, 2011).

As enzimas sdo, em sua grande maioria, de natureza proteica, e constituem uma classe
importante de macromoléculas, pois sdo as responsaveis por catalisar com eficiéncia e
seletividade as reacBes bioguimicas essenciais a vida no planeta. A propriedade caracteristica
das reacdes enzimaticamente catalisadas é a de que essas ocorrem confinadas em uma regido
especifica da enzima, denominada sitio ativo, de modo que alguns aminoacidos especificos
participam diretamente do processo catalitico.

Conforme proposto por Michael Polanyi (1921) e Haldane (1930) uma reacdo

enzimatica simples pode ser descrita conforme o esquema reacional:

E+S= ES=EP=E+P

onde a enzima (E) reconhece e se liga ao substrato (S), formando o complexo transitério ES.
Em seguida, o substrato € convertido no produto final da reacdo, de modo que, ao final da
reacdo a enzima é recuperada do complexo molecular enzima-produto final (EP), liberando,
assim, o produto final (P) da reacdo (ALBERTS et al., 2002; MALAJOVICH, 2009;
NELSON; COX, 2011).

No estado de transicdo da reagdo, a espécie intermediaria (ES) é formada pelo
estabelecimento de uma série de interagdes fracas como, por exemplo, ligacdes de hidrogénio,
interacOes de van der Waals, interagdes hidrofobicas e eletrostaticas sendo, portanto, a forca
propulsora do processo de catdlise enzimética por ocasionar a liberacdo da energia livre de
Gibbs e diminuir a energia de ativacdo (AG”) da reacdo, conforme apresentado no gréfico da
Figura 10.
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Figura 10 — Energias de ativagio (AG”) das reacdes nio catalisada e catalisada por enzima
em funcédo da coordenada de reagao.
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Fonte: Autor

A enzima acetohidroxiacido sintase (do inglés, acetrohydrocyacid synthase, AHAS) é
fundamental na rota biossintética dos aminoéacidos de cadeia ramificada (ACR) valina, leucina
e isoleucina. Comumente, as nomenclaturas acetohidroxiacido sintase e acetolactato sintase
(do inglés, acetolactate synthase, ALS) sdo encontradas na literatura como sindnimas. No
entanto, a AHAS corresponde a forma anabdlica envolvida na sintese dos aminoacidos
supracitados, enquanto a ALS se refere a forma catabdlica da enzima responsavel pela
fermentacdo do 2,3-butanodiol e compostos afins (GOLLOP et al., 1990). Além disso,
reacGes que ndo envolvem reducdo nem oxidacdo e sdo catalisadas pela AHAS requerem a
molécula do dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) como cofator (FAD-dependent),
enquanto a atividade catalitica da forma ALS da enzima € independente do mesmo
(STORMER, 1968). Vale colocar ainda que enquanto a ALS é encontrada apenas em alguns
microrganismos a AHAS ja foi identificada e sequenciada em uma grande variedade de
especies de plantas, fungos, algas e bactérias (DUGGLEBY; PANG, 2000).

A enzima AHAS esta envolvida na etapa inicial da rota de biossintese dos ACR que
apresenta uma caracteristica particular: etapas paralelas ocorrem na formagéo da valina e da
isoleucina. Essa participacdo no inicio da rota € de extrema importancia, pois sdo essas

reacOes que determinardo a extensdo da cadeia carbonica ligada ao aminocido sintetizado. A
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Figura 11 ilustra o mecanismo de catalise da AHAS apresentando todas as estruturas

envolvidas na rota biossintética.

Figura 11 — Via da sintese dos ACR catalisada pela enzima AHAS.

CH,—CH —cu—coo

Treonina
Aminodacido
i . nf |
CH,—CH; —c—coo CH—C—C00" OH
2-cetobutirato Piruvato
i < Leuc1na

é"z Bk
‘I: mx_cv?ﬂ‘ c"!_cﬂ_m _c=0 Cetodcido
Lo coo’ door
2-aceto-2- 2-aceto-
hidroxibutirato lactato 2-cetoisocaproato
CO,
D = : B
cu,
z b (I:H’ 7]
n,—c—cn—o« CHy—C—CH—OH CH—C—CH—CH—CO0™
L R
2,3-dihidroxi-

. 2,3-dihidroxi-
3-metilvalerato 'isovaler‘ato 3-isopropilmalato

R [N G

cn, OH

o, m,—cn—c=a
cu,—l:n—l?oo H,0 doo ‘ oM _L c—o« C00’
2-ceto-3-metil- Cetodcido 2-cetoiso- 2-isopropilmalato

valerato valerato
Legenda:

Aminoacido TD - Treonina deaminase;

KARI - Acetohidroxidcido isomero-
redutase;
DH - Dihidroxidcido deidratase;
TA - Trasaminase;

IPMS - 2-isopropilmalato sintase;
4 H IPMI - Isopropilmalato isomerase;

s 3 OH IPMD - 3-isopropilmalato

HNT HoN deidrogenase.
OH 0
Isoleucina valina

Fonte: Autor

A AHAS é composta por uma subunidade catalitica que apresenta todos os
mecanismos necessarios para a efetividade do processo catalitico, e possui peso molecular de
aproximadamente 65 kDa, e por uma outra subunidade de menor tamanho com fungéo
regulatéria e peso molecular variando entre 9 e 54 kDa, de acordo com a espécie de origem. A
subunidade regulatéria é a responsavel por estimular a atividade e permitir a inibicdo
enzimética pelos produtos finais, os ACR (DUGGLEBY; MCCOURT; GUDDAT, 2008;
MCCOURT et al., 2006). Uma caracteristica comum entre ambas € a terminacdo da cadeia

peptidica com um agrupamento amino (N-terminal) responsavel pelo transporte da proteina
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até as mitocondrias ou cloroplastos nos fungos e plantas, respectivamente, para que
desempenhem sua fun¢do (DUGGLEBY; MCCOURT; GUDDAT, 2008).

Algumas enzimas para exercer sua atividade catalitica necessitam apenas das cadeias

de aminoacidos, no entanto, outras requerem a presenca de cofatores que podem se tratar de

ions metalicos e/ou moléculas organicas complexas (coenzima). A AHAS tem sua acdo

dependente de trés cofatores: o fon inorganico Mg®*, a Tiamina Difosfato (TPP, do inglés

Thiamin Diphosphate) e o Dinucleotideo de Flavina e Adenina (FAD, do inglés Flavin

Adenine Dinucleotide).

Tiamina Difosfato (TPP): também denominada de Tiamina Pirofosfato, esse cofator
encontra-se no centro do sitio ativo da enzima, ou seja, na interface de contato entre os
dois monémeros (A e B). Esse cofator interage com o fon metalico Mg®* através de
interacdes do tipo van der Waals e ligagdes de hidrogénio (PANG; DUGGLEBY;
GUDDAT, 2002). Nos experimentos, em geral, é incluido em concentracdes da ordem
de 50 uM (DUGGLEBY; PANG, 2000), de modo que a constante de ativagao (Ky) é
25 uM para a enzima AHAS da espécie Arabidopsis thaliana (CHANG;
DUGGLEBY, 1998) cuja estrutura tridimensional obtida experimentalmente sera
utilizada no presente trabalho.

fon metalico divalente: todas as enzimas dependentes da TPP tem em comum o fato de
requerem um ion metalico divalente para a manutencdo das suas atividades. No caso
da AHAS, trata-se do fon Mg?* cuja fungéo principal é “ancorar” a TPP & estrutura da
enzima visto que coordena-se a dois &tomos de oxigénio de grupos fosfato da
molécula de TPP e a duas cadeias laterais de aminoacidos (HAWKINS; BORGES;
PERHAM, 1989). Apesar da dificuldade observada em relacdo a remocao completa de
ions metalicos da estrutura enzimatica, é possivel observar que, de modo semelhante
ao TPP, hd uma dependéncia hiperbolica da atividade catalitica da AHAS em relacdo a
esse cofator, ou seja, a enzima se torna praticamente inativa na sua auséncia e tem sua
atividade completamente restaurada em relacdo a inicial quando o ion é novamente
adicionado (DUGGLEBY; PANG, 2000) — constante de ativacdo em relagdo a esse
cofator para a espécie enzimatica aqui tratada é de 64 uM (CHANG; DUGGLEBY,
1998).

Dinucleotideo de Flavina e Adenina (FAD): como as reacOes catalisadas pela AHAS
ndo envolvem transferéncia de elétrons sabe-se que o FAD néo participa das reactes

principais e torna-se incomum a sua necessidade como cofator (DUGGLEBY; PANG,
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2000). Mesmo assim, € conhecida a relagdo entre a sua presenca e a dependéncia da
atividade e da integridade estrutural da enzima (elevada afinidade resultado de sua
ligacdo estabelecida por intermédio de numerosas ligacGes de hidrogénio e interacéo
de van der Walls), apesar de o K, para a espécie enzimatica em questdo ser de apenas
1,5 uM (CHANG; DUGGLEBY, 1998). Sendo assim, ndo h& ainda uma resposta
definitiva para a funcdo da molécula do FAD como cofator da enzima AHAS, no
entanto, tem sido aceita a ideia de que a molécula de FAD é um vestigio remanescente
da enzima piruvato oxidase (POX) que permaneceu por questbes de favorecimento
estrutural (CHANG; CRONAN, 1988) e, também, de que atua como um aceptor de
elétrons em reacdes laterais mais lentas também catalisadas pela enzima AHAS
oriundas de espécies bacterianas (TITTMANN et al., 2004).

A representacdo estrutural das moléculas de TPP e FAD pode ser observada na

Figura 12,

Figura 12 — Representacdo da estrutura quimica das moléculas TPP (a) e FAD (b).
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Fonte: Autor

As estruturas tridimensionais de macromoléculas bioldgicas, em especial as proteinas,
podem ser encontradas na base de dados RCBS PDB (Protein Data Bank) (BERNSTEIN et
al., 1978), que é atualmente a mais completa disponivel. Dessa forma, foi desse banco de
dados que foi escolhida a estrutura utilizada nessa dissertagédo: a estrutura da enzima AHAS
complexada com o herbicida imazaquin, representante da classe das imidazolinonas -
herbicidas inibidores da atividade enzimatica da enzima em questdo. Depositada na base em

2005 por McCourt e colaboradores, registrada sob o codigo PDB 1Z8N, é a mais
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representativa estrutura tridimensional obtida por métodos experimentais para a enzima
AHAS cataliticamente ativa (Figura 13), onde o herbicida imazaquin esté ligado a subunidade
catalitica da enzima de origem da espécie vegetal A. thaliana (MCCOURT et al., 2006).

Figura 13 — Representacdo tipo new cartoon da enzima AHAS utilizando o programa VMD.
Os cofatores FAD (verde) e TPP (vermelho) e o herbicida imazaquin (amarelo) estéo
representados no modelo licorice e o fon Mg?* (roxo) no modelo de bolas.

Fonte: Autor

3.1.3 Herbicidas Inibidores da enzima AHAS — Imazaquin

A sintese dos aminoacidos alifaticos de cadeia lateral pode ser bloqueada pela acéo de
algumas classes de herbicidas que tem no seu mecanismo de acdo a inibicdo da enzima
AHAS. A interrupgdo logo no inicio da sintese desses aminoacidos leva a diminui¢cdo no
DNA e na sintese de proteinas, o que adversamente afeta a divisdo celular e,
consequentemente, o crescimento da planta (FLORIDO et al., 2014; SHANER; ANDERSON,;
STIDHAM, 1984). A atividade catalitica dessa enzima € inibida pelas seguintes classes:
sulfonureias, imidazolinonas, triazolopirimidinas e pirimidiloxitiobenzoatos, sendo as duas

primeiras as principais representantes do grupo B.
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Como o grupo de pesquisa parceiro (Laboratério de Neurobiofisica da Universidade
Federal de Sdo Carlos) ja investigou a projecdo de nanobiossensores para os herbicidas do
grupo das sulfonureias, tratando o herbicida metsulfuron-metil como representante (DA
SILVA et al., 2013), o presente trabalho investigara a classe das imidazolinonas. Na Figura 14

temos um resumo dos principais inibidores da AHAS.

Figura 14 — Principais herbicidas comerciais da classe das imidazolinonas capazes de inibir a
atividade enzimatica da AHAS: a) Imazapic (CADRE®); b) Imazapyr (ARSENAL®);
¢) Imazaquin (SCEPTER®) e d) Imazethapyr (PURSUIT®).
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Fonte: Autor

Essa classe de herbicidas foi descoberta no final da década de 70 do século passado
nos Estados Unidos pela American Cyanamid Company, mas suas formulacdes comerciais
foram patenteadas apenas na década seguinte (HESS et al., 2001). Muitos dos estudos
realizados sobre o mecanismo de acdo das imidazolinonas foram realizados com o herbicida
imazaquin.

O herbicida de nome genérico acido 2-[4,5dihidro-4-metil-4-(1- metiletil)-5-0x0-1H-
imidazol-2-il]-3-quinolino-carboxilico, comercialmente conhecido como imazaquin (Scepter
technical) é caracterizado dentro desse grupo pelo agrupamento quinolina. Na Tabela 3 estéo

listadas suas principais caracteristicas fisicas e quimicas. Trata-se de um herbicida
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primeiramente testado em 1984 e comercializado a partir de 1986 na forma de um sal de
amoénio (CONGLETON; VANCANFORT; LIGNOWSKI, 1987). Este é amplamente
utilizado e registrado no Brasil para controle de plantas daninhas dicotiledoneas e algumas
monocotileddneas associadas a cultura da soja (DE OLIVEIRA et al., 2004), mas também

possui aplicacdo em culturas de milho e algodéo.

Tabela 3 — Propriedades fisicas e quimicas do herbicida imazaquin.

Ponto de Solubilidade em

Formula Empirica Massa Molar Aspecto Fisico Ebulicio 4gua (298 K)

Solido

-1 } o } -1
Ci7H17N303 311 g mol scastanhade  219-222°C 60-120 ppm L
Pressdo de Vapor Taxa de K1 I 2 T3
(318 K) Aplicacdo oc 50 12
<20x10%mmHg  70-140gha* 13-40 L kg™ ~uM 16-30 semanas

1 Ko, coeficiente de distribui¢cdo no solo normalizado pelo teor de carbono total; 2 Iso, dose necessaria
para reducdo de 50 % da atividade enzimatica da AHAS; 3 T, meia-vida no solo, tempo requerido
para degradacao de 50 % da dose inicial.

Fonte: Adaptado de (HESS et al., 2001; KAH; BROWN, 2006)

O imazaquin é aplicado no controle de ervas daninhas em culturas, em especial, de
soja devido a sua alta seletividade e eficiéncia nesta cultura, oriunda do répido metabolismo
responsavel por inativar compostos nas plantas daninhas (CONGLETON; VANCANFORT;
LIGNOWSKI, 1987). De acordo com Shaner et al. (1984), o imazaquin é aplicado em pré-
plantio, antes do plantio da cultura, e em pré (PRE) ou pos-emergéncia (POS) de ervas
daninhas, ou seja, antes ou ap6s o0 surgimento de culturas indesejaveis (SHANER;
ANDERSON; STIDHAM, 1984). A absorcdo do herbicida pela planta ocorre tanto através
das raizes quanto das folhas, enquanto a sua translocacdo ocorre pelo floema e Xxilema,
acumulando-se no meristema da planta, zona de crescimento, onde ocorre a necrose
(FLORIDO et al., 2014).

Este herbicida possui baixa toxicidade em mamiferos, uma vez que a via da
biossintese catalisada pela enzima AHAS ndo existe em animais, ademais, estudos
toxicoldgicos demonstraram sua ndo mutagenicidade e carcinogenicidade, além deste

apresentar pouca mobilidade. Testes em ratos via oral e dérmicos em coelhos, resultaram em



25

valores de LDsy (dose letal do ingrediente ativo de determinada substancia tdxica necesséria
para matar metade dos animais testados) iguais a 5000 mg kg' (CONGLETON;
VANCANFORT; LIGNOWSKI, 1987).

Algumas potenciais formas de exposic¢do ao herbicida incluem alimentagéo e ingestdo
de agua em é&reas residenciais, porém sob as atuais condi¢fes de uso, a contaminagdo da
populacdo geral é considerada baixa (EDWARDS, 2005). Segundo Kraemer et al. (2009), o
imazaquin apresenta grande persisténcia no solo, em funcdo do elevado tempo de meia-vida
do herbicida (ver Tabela 3), podendo causar danos as culturas suscetiveis e contaminar aguas
subterraneas e superficiais (KRAEMER et al., 2009). No caso do controle de ervas daninhas
na soja, um tempo de meia-vida maior é bom, pois fornece o controle durante todo o ciclo
dessa cultura. A dissipacdo e amenizacdo dos efeitos de residuos da imizadolinona no solo e
na agua podem ocorrer via fotdlise, degradacdo microbiana, lixiviacdo e fitorremediacéao
(FLORIDO et al., 2014).

Do ponto de vista quimico, o herbicida imazaquin é uma molécula organica ionizavel
que contém dois grupos funcionais ionizaveis: um grupo carboxilico (acido fraco) com pKa
igual a 3,8 e um grupo quinolina (base fraca) com constante de dissociagéo igual a 2,0. Desta
forma, a molécula apresenta carater anfétero (REGITANO; ALLEONI; TORNISIELO,
2001). Segundo estes autores, em niveis mais elevados de pH, onde o pH é maior que o pK,, e
na faixa mais comum de pH dos solos tropicais (pH entre 5,0 e 6,5), 0 imazaquin se comporta
como um herbicida &cido, visto que este ioniza-se predominando a sua forma anibnica. A
ionizacdo aumenta a solubilidade em agua e diminui a sor¢do do herbicida no solo. Isto
acontece porque grande parte dos solos apresenta carga elétrica liquida negativa, que por
forcas eletrostaticas repulsivas repelem a sorcdo do imazaquin aos coloides presentes
(MONACO et al., 2002).
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Figura 15 — Forma anidnica do imazaquin em pH maiores que o pKa.
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Fonte: Autor

De acordo com o equilibrio de ionizacdo do herbicida (Figural5), observa-se que em
niveis de pH menores, na qual o pH se aproxima ao pK,, ocorre a protonacdo do imazaquin, a
molécula neutra passa a ser predominante, aumentando a sor¢do do herbicida nao-iénico no
solo (DE OLIVEIRA et al., 2004; REGITANO; ALLEONI; TORNISIELO, 2001). Vérios
fatores, como pH, mineralogia, retencdo de agua no solo, carga, forca ibnica, e teores de
carbono organico, influenciam o comportamento das imidazolinonas no solo e devem ser
levadas em conta na predicdo da sorcdo de um herbicida no solo (REGITANO; ALLEONI;
TORNISIELO, 2001).

3.2 QUIMICA COMPUTACIONAL

Nas ultimas décadas, o avanco computacional nos aspectos relacionados ao
aprimoramento no hardware e software, em especial, 0 aumento na velocidade dos célculos, 0
uso de memorias maiores e mais eficientes e a obtencdo de resultados mais precisos como
resultado da melhoria nos métodos matematicos e algoritmos propiciaram a ascensdo da
ciéncia computacional. Essa area do conhecimento tem como objeto de estudo a elucidacao de
sistemas reais e de suas propriedades sob a Otica de calculos realizados, com base em modelos
matematicos, utilizando computadores. Desta forma, as técnicas computacionais vém sendo
cada vez mais utilizadas na formulacdo de modelos para processos biomoleculares, que

possam ser simulados em computadores (CUNHA, 2013). Sendo assim, quando se usa tais
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procedimentos para solucionar problemas de natureza quimica nomeamos Quimica
Computacional.

A necessidade da representacdo de sistemas moleculares em escala atomistica e do
conhecimento sobre o comportamento destes sistemas deu origem a modelagem molecular. A
modelagem molecular visa a utilizacdo de métodos tedricos na amostragem e manipulagdo da
estrutura de moléculas, contribuindo assim para a obtengdo de suas propriedades fisicas e
quimicas dependentes das estruturas tridimensionais (LEACH, 2001). Para tanto, a
modelagem molecular incorpora uma gama de técnicas computacionais que possibilitam que
todas essas anélises sejam realizadas com éxito. Resumidamente, os objetivos da modelagem
molecular sdo o uso de modelos tedricos, em escala atomistica, que permitam o manuseio de
estruturas moleculares e a avaliacdo do comportamento quimico visando descrever ou
interpretar as propriedades macroscopicas valendo-se de uma série de técnicas
computacionais que possibilitam a construcéo, a visualizagdo, a manipulacéo e a estocagem
de modelos moleculares tridimensionais (LEACH, 2001).

Para a descricdo adequada de um determinado sistema deve-se levar em conta, na
escolha do método a ser utilizado, as seguintes caracteristicas: resolucdo espacial (tamanho),
escala de tempo e graus de liberdade (CUNHA, 2013). Dentre os modelos tedricos
disponiveis pode-se utilizar métodos da mecénica quantica ou da mecénica estatistica classica
(mecanica molecular).

Os meétodos de mecanica quantica tém a vantagem de fornecer resultados mais
precisos, no entanto, demandam um maior tempo e capacidade de memdria computacional.
Para tanto levam em consideracdo dados sobre a estrutura eletronica, baseando-se no
formalismo de orbitais moleculares com diferentes abordagens (LEVINE, 1991). Os pacotes
de programas de métodos quanticos sdo ab initio e semi-empiricos. Algumas técnicas
guéanticas mais usadas sdo: a teoria da densidade funcional (DFT), método Hartree-Fock (HF)
e diversas aproximacdes semiempiricas destas técnicas, tais como as aproximacfes Modelo
Austin 1 (AM1) (DEWAR et al., 1985), Modelo Recife 1 (RM1) (ROCHA et al., 2006),
Método Paramétrico 3 (PM3) (STEWART, 1989), 6 (PM6) (STEWART, 2007) e 7 (PM7)
(STEWART, 2013).

Os métodos da mecanica estatistica classica (mecanica molecular) tem a vantagem de
permitir rapidez na avaliacdo de sistemas complexos, sendo adequada na simulacdo de
processos que ndo envolvam a transferéncia eletrénica e quebra e/ou formagéo de ligagédo

guimica, visto que os atomos sao tratados como as unidades fundamentais e ndo os elétrons
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ou protons. Sendo assim, permitem o entendimento das interagdes intermoleculares, do
comportamento das moléculas em solugéo e a previsao das propriedades de liquidos, solucdes
e sblidos (ALLEN; TILDESLEY, 1993). A escala de distancias esta na faixa de nandmetros
até micrémetros e os eventos ocorrem em intervalos de tempo de pico a nanossegundos
(ROSSETTI, 2006). Por essas razdes, essa técnica sera utilizada na simulacdo do
nanobiossensor proposto nessa dissertacdo. Dentre as técnicas de mecénica estatistica
destacam-se: Monte Carlo (MC) e Dindmica Molecular (DM).

Nos topicos a seguir serdo abordados com maiores detalhes os principios da Mecanica
Molecular e de sua aplicagdo atraves da Dindmica Molecular, pois se trata da metodologia
principal utilizada no presente trabalho, e com maior brevidade as metodologias de Mecanica
Quantica que foram uteis na obtencdo de dados importantes para o enriquecimento da

descricdo do sistema de estudo.

3.3 MECANICA MOLECULAR (MM)

O termo Mecénica Molecular surgiu na década de 70 para se referir a aplicacdo da
mecanica classica na determinacdo de estruturas moleculares em equilibrio. A mecénica
molecular ¢ um método empirico que descreve as moléculas em termos dos “4tomos ligados”,
na qual sofreram distor¢des de alguma geometria idealizada devido a forcas de van der walls
(estéricas) e interacfes couldmbicas (carga-carga). A MM se baseia na aproximacéo de Born-
Oppenheimer, teoria que considera que 0s nucleos atdmicos por serem mais pesados
apresentam movimenta¢do mais lenta quando comparada aos elétrons que se ajustam
rapidamente aos movimentos nucleares possibilitando o seu estudo, das suas vibracgdes e das
rotacOes separadamente. Por essa razdo, os métodos de Mecéanica Molecular negligenciam a
movimentacdo dos elétrons e a energia € calculada somente em funcéo das posi¢des nucleares
(LEVINE, 1991). Por isso toda a dindmica dos atomos € tratada através da Mecanica Classica
utilizando-se as Leis de Newton.

De acordo com os principios da Mecéanica Classica para a estrutura molecular, atomos
sdo esferas indivisiveis unidas por molas, devidamente calibradas, com constantes de forca

caracteristicas que sdo as ligacdes quimicas conforme representado na ilustracdo da Figura 16.
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Figura 16 — Representagdo de uma molécula sob a 6tica da Mecéanica Molecular.

mola

esfera

FONTE: Adaptado de (RODRIGUES, 2001).

O sucesso da mecanica molecular depende do alto grau de transferabilidade dos
parametros geométricos de uma molécula a outra, ou seja, na capacidade de representar as
moléculas em termos das estruturas de valéncia. 1sso porque o comprimento das ligacdes e 0s
angulos podem ser transferidos de uma molécula para outra resultando na diminuicdo da
necessidade de determinacdo de parametros para compostos diferentes respeitando a
semelhancga entre suas estruturas quimicas, e a dependéncia previsivel dos pardmetros da
hibridacdo atomica (HEHRE, 2003).

Os métodos de mecanica molecular se diferem com relacdo ao nimero e a natureza
dos termos incorporados e nos detalhes especificos da parametrizacdo. A forma funcional e a
parametrizacdo, quando em conjunto, constituem o que se chama “campo de for¢a” (Force
Field) (ROSSETTI, 2006). Com base nesse campo é que se definem as forcas que atuam em
cada atomo do sistema em sua posi¢ado e velocidade.

O campo de forca define entdo os potenciais ligados: potencial harménico de ligacdo
ou linear V4 (comprimento de ligacdo), potencial harménico angular Vg (angulo de ligacéo),
potencial Urey-Bradley de ligacdo Vyg (distancia entre &tomos nas posi¢des 1-3), potencial
torcional ou diedral (4ngulo diedro) proprio V, prop € improprio Vo improp; € 0S potencias néo-
ligados ou intermoleculares: potencial de van der Waals ou de Lennard-Jones V| ; e potencial
de Coulomb V¢ (eletrostaticas). Tem-se, assim, uma equacdo (Equacdo 2) para avaliar o valor
da energia potencial total (MORGON; COUTINHO, 2007)

Viotat = Vqa + Vo + Vuys + ch prop + ch improp + VL] + Ve (2)
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Uma rapida abordagem sobre o campo de forca utilizado nesse trabalho sera

apresentada a seqguir.

3.3.1 Campo de Forga CHARMM

De acordo com defini¢do da IUPAC, campo de forga pode ser descrito como “um
conjunto de funcBes e parametrizagdo usadas em calculos de mecéanica molecular” ao
fornecer, em detalhes, informacdes a respeito dos &tomos e suas interacdes em uma molécula,
considere-se aqui 0s termos relacionados as interacdes entre atomos ligados e nao-ligados
entre si. Dentre os campos de forca mais utilizados atualmente cita-se: AMBER (Assisted
Model Building with Energy Refinement), GROMOS (Groningen Molecular Simulation
packages), OPLS (Optimized Parameters for Liquid Simulation), CHARMM (Chemistry at
Harvard Macromolecular Mechanics) e Martini. Apesar de semelhantes, as equacdes que 0S
definem possuem particularidades que devem ser levadas em conta ao optar por determinado
campo de forga a ser utilizado no estudo de certo sistema, por isso ndo trata-se de uma escolha
trivial. Tal conclusdo foi adequadamente resumida por van Gunsteren e Berendsen (1990):
“Nao existe o melhor campo de forca. A melhor op¢do de modelo e campo de forca depende
do tipo de sistema molecular e o tipo de propriedade na qual se tem interesse” (VAN
GUNSTEREN; BERENDSEN, 1990).

O campo de forca escolhido para desenvolver esse estudo foi o CHARMM27
(MACKERELL et al., 1998), considerando que seus parametros foram obtidos e otimizados
para a descricdo adequada de biomoléculas, em especial proteinas. Além disso, a equacéo de
energia potencial total é composta por sete termos sendo, portanto, mais completa que 0s
demais campos de forca empiricos. Ademais, esse campo de forca é compativel com o
software GROMACS de distribuicdo gratuita e pode ter seus parametros, para estruturas
organicas, obtidos pela ferramenta SwissParam, utilizada nesse trabalho para a
parametrizacdo das moléculas estudadas (cofatores da AHAS e herbicida imazaquin).

O significado e as expressdes de cada um dos termos da Equacéo 2 para esse campo de

forca se encontram descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Potenciais envolvidos na descricdo do campo de forca CHARMM utilizados na DM.

Potencial

Descricdo

Harmonico
Linear

Também conhecido como potencial de ligagdo quimica e descreve a energia associada ao estiramento entre dois atomos ligados como o
desvio a uma distancia de equilibrio, dg (Equacéo 3 ).

Vi =kg (d — do)? (3)
Onde: d é o comprimento da ligacdo entre os dois a&tomos, d, € 0 comprimento de equilibrio e kq € a constante de for¢a da ligacdo. Sendo d, e
kq 0s pardmetros envolvidos no campo de forga.

Harmonico
Angular

Descreve o desvio de angulos, formados entre trés atomos ligados por ligagGes covalentes como o desvio em relagcdo ao seu valor de
equilibrio 6, (Equacéo 4 ).

Vo =Ko (6 — 6)? (4)
Onde: 0 é o angulo definido pela ligacéo, 6, € o0 dngulo de equilibrio e k, é a constante elastica da forca.

Urey-Bradley

Diz respeito as interagdes entre pares de atomos separados por duas ligagdes covalentes, conhecida como interagdo 1,3 (Equagao 5).

Vue = kug (r1,3 — r1,3.0)? (5)
Onde: ry3 € a distancia entre os atomos 1-3, ry3. € a distancia de equilibrio e kg € a constante de forca da interacdo Urey-Bradley.

Ligados

Torsional/Diedral
Proprio

Considera-se um conjunto de quatro 4&tomos ligados (i, j, k e I) onde o angulo diedro ¢ ¢ definido como o angulo entre os planos formados
pelos atomos ijk e jkl, em que o valor zero corresponde a conformacdo cis, na qual os &tomos i e j estdo do mesmo lado. Dessa forma, Vy € 4
representacdo explicita da barreira energética atribuido a rotagdo dos atomos i e | ao redor da ligacéo j — k (Equacdo 6).

V, =k, (1 + cos(ny — 9))2 (6)
Onde: k, € a constante que define a exte nsdo da barreira energética para torsdo, n € o nimero de minimos na curva de energia potencial
versus angulo de torsdo, y € o angulo diedral da ligacéo central em relagdo a quatro atomos e ¢ € a diferenca de fase do &ngulo ¢ podendo o
mesmo ser 0° ou 180° correspondendo, respectivamente, a um ponto de maximo ou de minimo da curva.

Diedral Improrio

Estd associado com deformacdes dos angulos de tor¢do impréprios, ou seja, aqueles associados a atomos de hibridizacdo sp?, que geram
deformacdes fora do plano. Termo presente em campos de forca mais elaborados assim com o termo de Urey-Bradley (Equagéo 7).

V(p improp = k(p improp ((0 - CDO)Z (7)
Onde: Ky, improp € @ CONstante de forga do diedro improprio, ¢ é o angulo diedral impréprio e ¢oé &ngulo diedral de equilibrio.

Lennard-Jonnes

O potencial de Lenard-Jones V,; € utilizado para descrever interacBes intra e intermoleculares do tipo van der Walls entre atomos nédo
ligados. No caso de atomos em uma mesma molécula apenas sdo consideradas interacdes entre atomos separados por trés ou mais ligacdes|
covalentes (Equacdo 8).

Vi = & [(oiffry) ™ - (oiri)°] (8)
Onde: rij é a distancia entre os &tomos i e j, ¢ é a profundidade do pogo de energia potencial e o € o didmetro de Lennard-Jones que é
dependente da natureza dos a&tomos envolvidos. O primeiro termo corresponde a repulsdo entre dois atomos e o segundo a atrag&o.

Nao-Ligados

Coulomb

O potencial de Coulomb V. é utilizado para descrever as interagdes puramente eletrostaticas(de cargas) entre dois atomos i e j (Equacgdo 9).

Ve = (0i.05)/(zo.1ij) 9)
Onde: r;; é a distancia entre os a&tomos i e j, g; e g; S0 as cargas dos &tomos, ¢ a constante dielétrica do meio e & a permissividade no vacuo.

Fonte: Dados compilados de (LIMA, 2006; VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1977; RAPPE; CASEWIT, 1997)

1 Para &tomos no angulo 1-2-3 a interacdo 1,3 refere-se a distor¢éo da ligagcdo dos 4&tomos localizados nas posicoes 1 e 3.
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A Figura 17 ilustra um angulo diedro com intuito de facilitar a compreensdo em

relacdo aos termos potenciais associados a essas variagoes.

Figura 17 — Representacao de angulo diedro.

ABCD ® A

Fonte: (HINCHLIFFE, 2003)

Os potenciais diedrais descrevem a parte da variacdo energética associada a torcdo em
torno da ligacdo B-C, em uma sequéncia de quatro atomos, A-B-C-D, onde A-B, B-C e C-D
estdo ligados conforme mostrado na figura acima. Por interpretacdo, o angulo diedro €
periédico. Como em muitos casos a energia minima esta associada a uma tor¢do de 180°
(arranjo anti) convencionalmente o periodo de torcéo € -180° < ¢ < +180°. Distintamente, o0s
diedros préprios sdo aqueles associados a uma rotagdo completa em torno da ligacdo B-C,
enquanto para os diedros imprdprios essa rotacdo é limitada e, portanto, sdo responsaveis por
manter os grupos planares ou para evitar que as moléculas se sobreponham sobre suas
imagens especulares. Suponhamos que a ligacdo C-D seja um fragmento C-H de um
grupamento metil poderia se esperar uma rotacdo completa sobre a ligacdo B-C e uma
simetria tripla (multiplicidade) na expresséo de energia potencial. Por outro lado, uma uniéo
—CH-CH- no anel benzénico deve apresentar apenas uma flexdo angular moderada em seu
valor planar (¢ = 0°) (HINCHLIFFE, 2003).

Depois de descrever a forma analitica do campo de forca, o problema passa a ser a
atribuicdo de valores numéricos para os parametros das equacgdes. Este procedimento &
conhecido como parametrizacdo que, no processo de criacdo de modelos de campo de forga, é
certamente uma etapa critica e ardua que acaba demandando tempo e memaoria computacional
em funcdo dos calculos quénticos que devem ser realizados com intuito de obter os

parametros escolhidos a serem descritos, e que afetardo todas as etapas subsequentes dos
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calculos de DM. Uma alternativa breve para superar essas dificuldades esta associada a
obtencdo online de pardmetros de campo de forca para moléculas orgénicas pequenas

utilizando uma ferramenta conhecida como SwissParam que sera descrita a seguir.

3.3.2 Ferramenta SwissParam

E uma tarefa desafiadora encontrar parametros para moléculas organicas compativeis
com a maioria dos campos de forga existentes, em funcdo da diversidade de fungdes quimicas
e estruturas envolvidas nesse tipo de composto. Para tanto, o Instituto Suico de
Bioinformatica prop6s uma ferramenta de geracao rapida e online de parametros de campo de
forca, para moléculas organicas pequenas (de 5 a 136 atomos), que sdao compativeis com o
campo de forca CHARMM, chamada SwissParam (ZOETE et al., 2011).

A topologia e os parametros gerados por essa ferramenta sdo baseados no campo de
forca genérico Merck Molecular Force Field (MMFF) que foi desenvolvido para fornecer
uma maior possibilidade de transferabilidade dos pardmetros permitindo sua aplicacdo a
moléculas ndo explicitamente inclusas. Para tanto, teve sua parametrizacdo realizada
utilizando dados computacionais de alta qualidade (calculos quanticos) validados para cerca
de 2800 compostos do CSD (Cambridge Structural Database) (ALLEN, 2002), ou seja,
englobando quase a totalidade dos compostos organicos estaveis (ZOETE et al., 2011).

Na validagdo dessa ferramenta foram utilizadas estruturas tridimensionais no formato
Mol2 obtidas do Zinc database, e.g. zinc.docking.org (IRWIN; SHOICHET, 2005), de modo
que as topologias e os parametros foram adequadamente gerados para 99,6 % das estruturas

propostas confirmando sua aplicabilidade (ZOETE et al., 2011).

3.4 DINAMICA MOLECULAR

A Dinamica Molecular (MD) consiste na aplicacdo das leis classicas do movimento a
um sistema molecular descrevendo o seu comportamento em funcdo do tempo. Mais
formalmente de acordo com a IUPAC, a “dindmica molecular é um procedimento de
simulacdo que consiste na computacdo do movimento dos 4&tomos em uma molécula ou de

atomos individuais ou moléculas em sélidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de



34

movimento de Newton”. As equac¢des do movimento de Newton fornecem a relagdo entre a
forca e a variacdo nas posi¢des atbmicas. Cada nova posicdo atdbmica € gerada a partir da

resolucdo da segunda lei de Newton (F = m.a) na sua forma diferencial conforme Equacéo 10:

i (10)
dtz m;

As forgas sdo as derivadas negativas de uma energia potencial V obtido do campo de
forca. Em suma, simulagfes de dindmica molecular resolvem as equagdes de movimento de

Newton para um nimero N de atomos.

__ov (11)

As equagdes de Newton na forma diferencial s&o numericamente integradas
simultanea e sucessivamente para cada um dos atomos do sistema. Esse processo € conhecido
como passo e a apresentacao cronoldgica de n passos gera o que conhecemos como trajetoria.
Dessa forma, a cada novo passo as equacOes sdo novamente integradas com adicdo de
determinado At o que acarreta a alteracdo da velocidade e da posi¢do atdmica em funcao do
tempo (CUNHA, 2013). A escolha de um tempo adequado de integracdo tem relacdo direta
com o tamanho da simulacdo e, consequentemente, o custo computacional. Mas vale
considerar que esses pequenos intervalos de tempo devem ser da ordem de femtossegundos
(1fs = 10" segundos) ou menores (LEACH, 2001) para que sejam capazes de modelar com
precisdo suficiente eventos moleculares (rotacGes e vibragcdes) que, caracteristicamente,
ocorrem em frequéncias da ordem de 10**-10 s, referentes a comprimentos de onda na
faixa de 3-3300 cm™. Além disso, se o tamanho do passo temporal for muito grande pode
acarretar a supressao de eventos moleculares importantes e ocasionar erros significativos nos
calculos das forcas e da energia potencial total do sistema. Logo, as propriedades
macroscépicas sdo obtidas a partir das médias temporais do conjunto de trajetérias em
equilibrio (VAN DER SPOEL et al., 2005).

Descri¢cbes mais detalhadas sobre o método de simulagdo por dinamica molecular
podem ser encontradas nas referéncias bibliograficas que se seguem (ALLEN; TILDESLEY,
1988; LEACH, 2001; MORGON; COUTINHO, 2007; VAN GUNSTEREN et al., 2001).
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3.4.1 Algoritmo (Leap-Frog)

A integracdo das equacOes de movimento é realizada através de algoritmos baseados
no modelo descrito anteriormente. A ampla variedade de algoritmos disponiveis para uso
pode tornar dificil a escolha do método apropriado. Vérios fatores devem ser levados em
conta na escolha do algoritmo, como a capacidade computacional requerida (memdéria RAM)
e a conservacgdo da energia. Dentre os integradores capazes de efetuar a integracdo numérica
das equacdes acima mencionadas, os mais comuns sdo: Verlet, Velocity-Verlet e Leap-frog.
Esses algoritmos sdo mais frequentemente utilizados em funcdo do menor consumo de
memoria RAM e processamento (VERLET, 1967). O algoritmo de Verlet utiliza as posi¢des e
as aceleragdes dos atomos em um determinado tempo t e as posi¢cbes no passo anterior
r (t — ot) para determinar a posicdo no tempo t + Jt. A grande desvantagem do uso desse
algoritmo é o fato de que as velocidades ndo aparecem explicitamente podendo ocasionar
problemas de conexdo com ensembles isotérmicos (VERLET, 1967). Esse problema pode ser
contornado fazendo-se uso do algoritmo Leap-frog - método simplificado para a integracao
das equacBes de movimento que inclui explicitamente a velocidade em seus calculos -
composto por dois passos (HOCKNEY, 1970):

1) Célculo das velocidades na metade do intervalo de integracdo (Equagéo 12)

1 1
v (t+36t)= v (t—26t)+ ta(®) (12)
2) Calculo das novas posigdes utilizando as velocidades calculadas (Equacéao 13).

rt+6t)=rt)+ v (t + %&) + Stv (t + %&) (13)

A desvantagem com relacdo ao uso desse algoritmo é a ndo-simultaneidade na

. ~ .~ . 1
determinacéo das posicoes e velocidades pelo fato de eles estarem em descompasso por > ét.

3.4.2 Ensemble NpT

Outro parametro a ser ajustado ao se realizar uma dinamica molecular é a escolha do

ensemble. Conforme definido por Atkins e Paula (2009), esse termo tem o seu significado
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associado ao vocébulo “conjunto” e refere-se, portanto, ao conjunto imaginario de réplicas da
caixa de simulacdo com grandezas fisicas idénticas (ATKINS; PAULA, 2009). Nas
simulacdes realizadas no presente trabalho foi utilizado um ensemble isotérmico-isobarico
(NpT) caracterizado por manter ao longo de toda a simulacdo a mesma composicao,
temperatura e pressdo. Para a manutencdo do equilibrio térmico e da pressdo é necessario o
acoplamento do sistema molecular a um banho de aquecimento externo ou de presséo,
respectivamente (BERENDSEN et al., 1984). Ja as particulas ndo ficam restritas a entrar ou
sair do sistema de acordo com as condicdes periodicas de contorno, descritas na secdo a

sequir.

3.4.3 Condicdes Periddicas de Contorno

Os sistemas simulados ficam restritos a uma caixa de simulacdo que além das
moléculas de interesse contém o solvente. No caso da MD utiliza-se solvente explicito, uma
das vantagens da técnica, pois confere ao sistema simulado uma maior similaridade ao nivel
macroscopico. Dessa forma, ocasiona dois problemas a serem contornados visto que afetam
significativamente os resultados finais:

e Efeito de superficie: as moléculas da margem da caixa de simulacdo estdo sujeitos

a forcas diferentes daquelas do centro (HINCHLIFFE, 2003);

e NuUumero de atomos limitado: o quantitativo de particulas dentro da caixa € da
ordem de 10°-10°, valor pequeno quando comparado aos sistemas macroscopicos
que apresentam nimero de atomos da ordem de Avogadro (VAN GUNSTEREN et
al., 2006).

Para minimizar esses efeitos aplicam-se as condicGes periddicas de contorno que
consistem na realizacdo de copias da caixa de simulacdo em todas as diregdes, conforme
representacdo tridimensional apresentada na Figura 18. Trata-se de uma abstracdo em que
uma molécula ao sair de um lado da caixa original tem sua imagem entrando na face oposta

com mesma velocidade ao longo de toda a simulacao.
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Figura 18 — Representacdo das condi¢des periddicas de contorno em trés dimensoes.
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Fonte: (VERLI et al., 2014)

3.4.4 Raio de Corte

Em metodologias de DM, o célculo das interagdes ndo-ligadas (Coulomb e Lennard-
Jones) € a parte mais dispendiosa computacionalmente. Dessa forma, uma alternativa para
poupar memoria computacional é restringir a interacdo desses 4&tomos com suas imagens
através de um cut-off, ou seja, estabelecer um raio de corte (R¢). O R¢ das interacdes ndo
ligantes é escolhido de modo a garantir que cada particula ndo interaja com suas imagens
criadas pelas condices periddicas de fronteira e deve ser da ordem de L/2 (R, < L/2),

procedimento conhecido como convencdo da imagem minima (BALTAZAR, 2009),

conforme apresentado na Figura 19.
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Figura 19 — Representacdo do Raio de Corte esférico para um sistema periodico em duas
dimensdes.
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Fonte: Adaptado de (FRANCA, 2009).

Enquanto o potencial de Lennard-Jonnes decai rapidamente com o aumento da
distancia entre as particulas na proporcdo de r® (Equacdo 8) as interacdes de longo alcance
(interacdo coulémbicas) ndo podem ser tratadas da mesma forma j& que o potencial V¢ decai
com o inverso da distancia entre as particula. Dessa forma, a eliminacdo da avaliacdo dessas
interacdes de longa distancia pelo estabelecimento de um corte pode ocasionar instabilidade e,
por conseguinte, erros significativos na amostragem de simulagdes, em especial, aquelas que
envolvam espécies carregadas (SCHLICK, 2010). Sendo assim, para descrever
adequadamente essas forcas de longo alcance, os métodos mais utilizados sdo: a soma de
Ewald, sua variacdo PME (do inglés, Particle Mesh Ewald) e a aproximacdo do campo de
reacao (reaction-field).

O método soma de Ewald é mais utilizado na descricdo de sistemas altamente
carregados ou polares e, neste método, uma dada particula interage com todas as demais
particulas da caixa de simulacdo e, também, com todas as suas imagens num arranjo infinito
de células periddicas, de modo que, no limite, esse adquire formato esférico (EWALD, 1921).
Ja a aproximacdo do campo de reacdo (reaction field) € utilizada para tratar as interagdes
Coulémbicas em sistemas em fase condensada como, por exemplo, macromoléculas em

solucdo visto que considera o ambiente fora do raio de corte como um continuo dielétrico com
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constante dielétrica ¢ referente ao solvente utilizado e permite que esse ambiente apresente

também &tomos e moléculas de soluto (LINDAHL; HESS; VAN DER SPOEL, 2001).

3.4.5 Modelos de moléculas de agua para solvatacéo explicita

O solvente de um sistema, em particular a agua, exerce influéncia consideravel sobre a
estrutura do soluto e a termodinamica do sistema. As enzimas, por exemplo, requerem um
elevado grau de hidratacdo para que possam exercer sua funcéo bioldgica. Por essa razéo, é
importante, em simulagdes computacionais de sistemas biomoleculares solvatados recriar o
ambiente aquoso da forma mais precisa possivel, de modo a incluir os efeitos do solvente, seja
pelos métodos implicitos ou explicitos.

O modelo de solvatacdo implicita ndo considera os graus de liberdade do solvente,
mas o trata como um meio continuo que contém as propriedades médias do solvente real.
Nesse tratamento, a influéncia do solvente é considerada através da estimativa direta da
energia livre de solvatacdo, que se trata de uma medida da afinidade do soluto com o solvente.
Conceitualmente, essa propriedade pode ser definida com o trabalho reversivel requerido para
a transferéncia do soluto em uma configuragdo fixa do vacuo para a solucdo (NAMBA; DA
SILVA; DA SILVA, 2008).

Na solvatacdo explicita, o solvente é tratado como parte do sistema, ou seja, como um
elemento adicional. Dessa, forma €& necessdria a parametrizacdo do potencial para a
reproducdo das propriedades macroscopicas e, portanto, um modelo que descreva
apropriadamente a molécula de agua.

Dentre os varios modelos de &gua disponiveis mais utilizados na solvatacdo de
sistemas simulados por dinamica molecular tem-se 0 SPC (do inglés, Single Point Charge) e
0 conjunto dos potenciais TIP (do inglés, Transferable Intermolecular Potentials). No modelo
SPC as moléculas de agua séo tratadas como cargas pontuais com trés sitios de interagdo para
as interacdes eletrostaticas e as cargas parciais dos atomos de hidrogénio balanceadas
apropriadamente pela carga negativa do atomo de oxigénio (BERENDSEN; GRIGERA,;
STRAATSMA, 1987). Os modelos rigidos do tipo TIPnP sdo simples e se baseiam na
interacdes ndo ligadas ja que as interacdes ligadas séo tratadas implicitamente. As moléculas
de &gua do tipo TIP3P apresentam trés sitios de interacdo de modo anélogo ao SPC, enquanto
as do tipo TIP4P e TIP5P utilizam, respectivamente, 4 e 5 sitios de interacdo conforme

mostrado na Figura 20. A comparacdo descritiva entre as caracteristicas desses modelos pode
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ser observada na Tabela 5.

Figura 20 — Representacdo dos modelos de &gua do tipo: SPC e TIP3P (a), TIP4P (b) e
TIP5P (c); I e I, representam as distancias entre o 4tomo hidrogénio e oxigénio; q; e Qs
representam as cargas atbmicas do hidrogénio e oxigénio, respectivamente; 6 e @ sdo 0s
angulos de ligacéo e e ¢ é a distancia para o potencial zero.
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Fonte: (CHAPLIN, 2000)

Tabela 5 — Comparacao dos pardmetros de diferentes modelos de molécula de agua.

Parametros SPC TIP3P TIP4P TIP5P
I,/ A 1,0000 0,9572 0,9572 0,9572
I,/ A 0,15 0,70
gi/e +0,4238 +0,4170 +0,5200 +0,2410
qz/e -0,8476 -0,8340 - 1,0400 -0,2410
/A 3,16600 3,15061 3,15365 3,12000

6/ graus 109,47 104,52 104,52 104,52
& [ graus 52,26 109,47
wlD 2,35 2,35 2,18 2,29

Fonte: Dados compilados de (BERENDSEN; GRIGERA; STRAATSMA, 1987; JORGENSEN et al.,
1983; MARK; NILSSON, 2001; NERIA; FISCHER; KARPLUS, 1996).

Metodologicamente, 0 modelo TIP3P tem trés sitios de interacdo centrados nos
nucleos de O e H com carga parcial para a computacao das interacdes eletrostaticas ao passo
que as interacOes de van der Walls sdo contabilizadas apenas por interacdes dos nucleos O-O.
Além disso, sua parametrizacdo enfatiza as propriedades da molécula de agua em estado

liqguido em condigdes ambientes e, portanto, € mais adequado para simula¢fes biomoleculares
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que os demais modelos. Por essas razdes, o TIP3P reproduz melhor as caracteristicas da
molécula de agua que o SPC, é menos dispendioso computacionalmente que os modelos
TIP4P e TIP5P. Dessa forma, o campo de forca CHARMM teve seus parametros
desenvolvidos, calibrados e implementados para dinamicas moleculares utilizando o modelo
TIP3P (MARK; NILSSON, 2001; NGUYEN; VIET,; LI, 2014).

3.5 MECANICA QUANTICA

Os fundamentos da mecéanica estatistica sdo oriundos de uma série de experimentos
realizados no final do século XIX, mas que se consolidaram no século XX, sendo a mecéanica
quantica e seus métodos considerados um dos grandes avancos da ciéncia nos ultimos tempos.
Essas teorias fornecem uma descricdo matematica da estrutura molecular de um sistema em
termos das interacGes entre 0s nucleos atdmicos e a distribuicéo eletrénica ao seu redor.

Qualquer sistema complexo pode ter suas propriedades macroscépicas descritas pela
mecanica quantica. Por essa razdo, € tratada como a parte da ciéncia que se preocupa em
estudar a origem microscopica das propriedades fisicas da matéria. Fundamentalmente os
métodos da Mecéanica Quantica remetem a Equacdo de Schrodinger (Equacdo 14), e

determinam que a solucgdo para essa equacao € a funcdo de onda associada ao seu movimento:

HY = EY (14)

onde: E é a energia eletrobnica em unidades atdbmicas, ¥ é a funcdo de onda ou, ainaa,
chamada de funcdo de coordenadas dos elétrons e H é o operador hamiltoniano, uma
expressao matematica que relaciona a energia cinética dos elétrons e a energia potencial do
sistema. O operador hamiltoniano genérico para um sistema contendo varios elétrons tem suas

unidades atbmicas dadas por:

elétrons nicleo elétrons nicleo elétrons (cleo

nuc
1 1 ZA 1 ZAZB
2 L2 Ma 4 TiA+ -~ r1'/+ RaB (15)

i A i A i<j A<B

Dessa forma, ao solucionar a Equacdo de Schrddinger obtém-se uma fungdo que
possui todas as informacgdes referentes ao sistema podendo, portanto, serem calculadas
inimeras propriedades da molécula, inclusive as eletronicas. Por essa razdo, pode ser utilizada
na analise conformacional da molécula, finalidade dos metodos quénticos no presente
trabalho (LEVINE, 2000; HEHRE, 2003).



42

A teoria da mecénica quantica fornece dados com preciséo ndo obtida pela aplicagéo
da mecéanica molecular, porém requer maior tempo de calculo e memdria computacional.

A Teoria de Hartree-Fock é uma aproximacdo utilizada para a determinacdo de
funcbes de onda e energia no estado fundamental de sistemas quanticos de muitos corpos.
Para tanto, considera apenas a parte da correlacédo eletrénica da Equacdo de Schrodinger, de
modo que cada elétron pode ser representado por uma funcéo de onda, associada apenas a sua
posicao, conhecida como orbital molecular (MO). Isto é possivel por meio da aproximacéo de
Born-Oppenheimer e da consideracdo de que os elétrons se movem independentemente dentro
de um campo médio decorrente da presenca dos demais elétrons. Essa teoria é 0 ponto de
partida dos métodos ab initio que buscam resolver problemas quanticos diretamente dos
postulados da mecénica quantica, sem aproximacdes e sem correlacdo a dados experimentais
(LASCHUK, 2005; HOLLAUER, 2008). Neste os orbitais sdo representados através dos
conjuntos de base que contém todas as funcbes necessarias para acomodar 0s orbitais
preenchidos de cada 4&tomo. No entanto, como a equacdo de Schrodinger é uma equacdo
diferencial, sua resolucdo envolve a avaliacdo de uma grande quantidade de integrais cujo
nimero cresce exponencialmente com o nimero de funcbes de bases chegando a ordem de
milhdes para pequenas moléculas, demandando tempo e memoria computacional
consideraveis.

Uma variacdo da Teoria de Hartree-Fock, que foi utilizada neste trabalho, é o Hartree-
Fock Irrestrito (UHF), que consiste em um método ab initio de orbital molecular para
sistemas abertos, onde o nimero de elétrons de cada spin ndo € igual, ou seja, que contém um
ou mais elétrons desemparelhados. Este método utiliza conjuntos de orbitais distintos para
cada tipo de spin, e considera que ndo ha uma relacdo direta dos orbitais moleculares com os
spins. Desta forma, como elétrons com o mesmo spin tendem a ficar distantes um do outro,
aos elétrons de um mesmo orbital molecular, por exemplo 15, é sensato designar dois orbitais
moleculares diferentes, 1s e 1s, diferentemente da abordagem restrita da teoria de Hartree-
Fock (RHF), onde esses elétrons emparelhados estdo no mesmo orbital (LEVINE, 1991).

Por outro lado, os métodos semi-empiricos, que sdo baseados no formalismo dos
métodos ab initio, simplificam os calculos negligenciando uma série dessas integrais. Para
tanto, utiliza parametros ajustados pelos dados experimentais e considera apenas 0s elétrons
de valéncia do sistema, ja que os elétrons da ligacdo quimica a serem investigados, estdo na
camada de valéncia (LEACH, 2001). Os métodos semi-empiricos mais utilizados séo
Modified Neglect of Diatomic Overlap (MNDO), Modelo Austin 1 (AM1) (DEWAR et al.,
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1985), Modelo Recife 1 (RM1) (ROCHA et al., 2006),,Método Paramétrico 3 (PM3)
(STEWART, 1989), 6 (PM6) (STEWART, 2007) e 7 (PM7) (STEWART, 2013). Todos esses
métodos utilizam um conjunto de bases pré-definido incorporando aproximac6es semelhantes,
porém possuem parametrizacdes diferentes (BARREIRO; FRAGA, 2001).

Além das teorias descritas anteriormente, pode-se citar a Teoria do Funcional de Densidade
(DFT, do inglés Density Functional Theory), que emergiu como uma nova abordagem para a
obtencgéo da energia eletronica no estudo de propriedades do estado fundamental de sistemas
moleculares. Ao viabilizar esse procedimento, diferentemente dos demais métodos que
utilizam funcdes de onda, Kohn e colaboradores utilizaram a densidade eletrénica
(HOHENBERG; KOHN, 1964; KOHN; SHAM, 1965). Sendo assim, a energia da molécula
pode ser obtida a partir da densidade eletronica que descreve a distribuicdo de carga em uma
molécula. Essa teoria € matematica e computacionalmente similar aos métodos da teoria de
Hartree-Fock, no entanto, fornece resultados mais precisos com menor custo computacional.
Essa metodologia tem atraido cada vez mais a aten¢do da comunidade cientifica, em especial,
para aplicacbes em fisica do estado s6lido (CUSTODIO; MORGON, 1995). No entanto, vale
considerar ainda que contribui¢cbes recentes apontam para a aplicacdo da DFT na
compreensdo de propriedades moleculares de sistemas poliatbmicos como, por exemplo, 0
estudo do sitio ativo de enzimas. Dentro desse contexto, vale destacar o trabalho realizado por
Becke, Lee, Yang e Parr, que inseriram no contexto dos calculos de quimica quantica o
funcional mais utilizado atualmente pelos bons resultados produzidos a partir de seu uso, 0
B3LYP (BECKE, 1993; LEE; YANG; PARR, 1988).

3.6 METODOLOGIA HIBRIDA QM/MM

Uma das grandes desvantagens dos métodos derivados da teoria quantica é o fato de
demandarem elevado tempo e memoria computacional tornando-os inviaveis de serem
aplicados nos casos em que informacfes a respeito da estrutura eletrénica sdo primordiais,
mas o sistema é consideravelmente grande como, por exemplo, proteinas em solucdo. Nesses
casos, uma alternativa é a aplicacdo de métodos hibridos de mecanica quéantica e mecanica
molecular QM/MM (do inglés, Quantum Mechanics/Molecular Mechanics) (DAPPRICH et
al., 1999).
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Essa metodologia é capaz de mesclar o que ha de mais vantajoso em ambas as
abordagens. Para tanto, particiona o sistema em estudo em duas regides diferentes de modo
que para a regido de interesse, sobre a qual se deseja informagGes a respeito da estrutura
eletrnica, aplica-se um tratamento quantico, enquanto o restante do sistema, em geral o
solvente (componente majoritario), é tratado sob a perspectiva de célculos mais rapidos de
dindmica molecular poupando, portanto, memoria computacional.

Dessa forma, como a estabilidade da enzima AHAS depende do tempo de vida das
ligacGes intermoleculares estabelecidas entre a mesma e as moléculas de solvente, da ordem
de ps, essa parte do sistema foi tratada com calculos quénticos, realizados por abordagem
semi-empirica, incluindo o efeito do solvente implicito que foi simulado sob a 6tica da

mecanica molecular.
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4 METODOLOGIA

Considerando-se que a enzima AHAS serd simulada na presenca das coenzimas FAD
e TPP e, por conseguinte, do herbicida inibidor as etapas iniciais do trabalho consistem na
obtencdo de parametros e topologias no campo de forga proposto para as trés moléculas e suas

respectivas validagdes utilizando Dindmica Molecular.

4.1 PARAMETRIZACAO E SIMULACAO MOLECULAR DOS COFATORES DA
ENZIMA AHAS

4.1.1 Parametrizacdo do campo de forca dos cofatores da enzima AHAS

No processo de obtengdo dos parametros do campo de forca (ligados e ndo ligados)
dos cofatores FAD e TPP, foi utilizada a ferramenta online chamada SwissParam. As
estruturas tridimensionais (em extensdo Mol2) para ambas moléculas foram obtidas na base
de dados virtual de compostos quimicos para aquisicdo comercial, ZINC (zinc.docking.org).
O codigo do acervo virtual referente as estruturas utilizadas para as moléculas de FAD e TPP
sdo, respectivamente, ZINC08215434 e ZINC08215517.

4.1.2 Simulagdes por Dindmica Molecular

Estes dados, ap6s obtidos, foram implementados no campo de forca CHARMMZ27. A
sua validacdo, utilizando simulacdo de dindmica molecular, foi conduzida pelo pacote
computacional GROMACS 4.6.5 (HESS et al., 1997; VAN DER SPOEL et al., 2005).
Primeiramente, a molécula de FAD/TPP foi inserida a 1,5 nm de distancia das arestas da caixa
de simulacgéo retangular, que foi preenchida com moléculas de agua do tipo TIP3P. Apos a
adicdo do solvente, ions sodio foram inseridos no sistema de forma que este tivesse sua carga
neutralizada. Em seguida, o sistema teve sua energia minimizada com o algoritmo steepest

descent (QIAN, 1999) utilizando-se 10000 passos. Este algoritmo utiliza a derivada primeira
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para determinar a direcdo do minimo de energia do ensemble simulado. O sistema foi
termalizado por 10 ps, com aumento gradual e sucessivo da temperatura, a 50 K, 150 K, e
finalmente a 298 K, sendo mantida constante a esta temperatura, com o acoplamento soluto-
solvente realizado a cada 0,1 ps. Nesta etapa, as coordenadas dos atomos mais pesados,
excluindo-se os de hidrogénio, foram fixadas com uma forca constante de
1,0.10% kJ mol™* nm™.

Finalmente, foi realizada uma simulacdo por dindmica molecular por 10 ns em um
ensemble isotérmico-isobarico (NPT), utilizando o algoritmo leap-frog, cujo passo de
integracdo foi de 2 fs (HOCKNEY, 1970). Para realizacdo das analises, o intervalo de escrita
das configuracdes do sistema foi de 1 ps.

A pressdo foi mantida a 1,0 bar pelo acoplamento do barostato de Berendsen via
tratamento isotrépico com tempo de relaxacdo de 10 ps e compressibilidade de 4,5.10 bar™ e
a temperatura a 298K atraves do termostato de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984). O
movimento de estiramento linear e angular dos atomos de hidrogénio e o comprimento das
ligacbes foram restringidos usando-se o algoritmo LINCS (do inglés, Linear ConstrainT
Solver) (HESS et al., 1997). Visando a caracterizacdo das interacfes eletrostaticas e de van
der Waals de curto alcance foi utilizado um raio de corte de 1,4 nm e as contribuicbes

eletrostaticas de longo alcance foram tratadas pelo método PME.

Tabela 6 — Descricdo dos sistemas dos cofatores simulados.

Sistema/Modelo de  N° moléculas .
Carga Total N° total de atomos

Agua de agua
FAD/TIP3P 2663 -2 8075
TPP/TIP3P 1948 -2 5888

Fonte: Autor
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4.2 DESENVOLVIMENTO DO MODELO MOLECULAR E PARAMETRIZACAO DOS
CAMPOS DE FORCA PARA O HERBICIDA IMAZAQUIN (1Q)

4.2.1 Otimizagdo conformacional

Inicialmente, a otimizagdo geométrica da estrutura do herbicida imazaquin, obtida com
o software SwissParam, foi realizada no vacuo, visando obter a conformacéo geométrica mais
estavel, utilizando a abordagem Hartree-Fock irrestrita (UHF), multiplicidade 1 e funcéo de
base 6-311++g(d,p) através do programa ORCA 3.0 (NEESE, 2012).

4.2.2 Parametrizacdo do campo de forca do herbicida imazaquin

No processo de obtencédo dos parametros do campo de forc¢a (ligados e ndo ligados) do
imazaquin (IQ), foi utilizada a ferramenta online chamada SwissParam. A estrutura utilizada
para a parametrizacdo do herbicida imazaquin foi sua forma anibnica, pelas razdes expostas
na secao 3.1.3, com estrutura tridimensional (em extensdo Mol2) obtida a partir da base de
dados ZINC. O c6digo do acervo virtual referente a estrutura utilizada foi ZINC19702298.

4.2.3 Célculo das cargas RESP (Restrained Eletrostatic Potential)

Em seguida, o conjunto de cargas calculado para a estrutura mais estavel obtida na
otimizacdo, foi submetido ao ajuste do potencial eletrostatico classico da molécula pelo
potencial mecanico, utilizando a metodologia RESP, compativel com o campo de forga
utilizado neste trabalho (BAYLY et al., 1993), através do programa NWChem 5.1 (VALIEV
et al., 2010). O modelo RESP é baseado no calculo de um conjunto de cargas atdbmicas
pontuais, que descreva da melhor forma o potencial eletrostatico da molécula em um conjunto
de pontos pré-definidos ao redor dela (GUADAGNINI; BRUNS; SOUZA, 1996). Descricoes
mais detalhadas sobre este método podem ser encontradas nas referéncias bibliograficas que
se seguem (BAYLY etal., 1993; CORNELL et al., 1995; DUPRADEAU et al., 2008).
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4.2.4 Simulagdes por Dindmica Molecular

Apos os dados estruturais e cargas serem obtidos, os mesmos foram implementados no
campo de forca CHARMMZ27 e validados utilizando simulacdo de dindmica molecular,
conduzida pelo pacote computacional GROMACS 4.6.5. Neste caso, a dinamica foi realizada
em solvente explicito do tipo TIP3P em caixa de simulacdo retangular com arestas criadas a
1,5 nm da molécula de imazaquin. A minimizacdo de energia assim como a dindmica
molecular foram realizadas utilizando os mesmos pardmetros avaliados para as simulagfes

sucedidas para os cofatores da enzima AHAS em agua.

4.3 SIMULACAO DA ENZIMA AHAS E DO SISTEMA AHAS-1Q

A estrutura inicial da enzima AHAS, simulada neste trabalho, apenas com os
cofatores, foi obtida do banco de dados de proteinas RCSC-PDB (Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics — Protein Data Bank), registrada sob o codigo 1Z8N. Para tanto,
retirou-se as coordenadas do herbicida do arquivo input (extensdo .pdb). Para a simulagéo da
interacdo da enzima com o herbicida na presenca dos cofatores FAD, TPP e Mg®*, o arquivo
ndo foi alterado. Simulagbes de dinamica molecular através do pacote computacional
GROMACS 4.5.6, em conjunto como campo de forca CHARMMZ27 atualizado, foram
realizadas a fim de obter a dindmica estrutural da enzima AHAS em solucdo aquosa na
auséncia e na presenca do herbicida imazaquin. A minimizacdo de energia assim como a
dindmica molecular foram realizadas utilizando os mesmos parametros avaliados para a
simulacdo sucedida para os sistemas acima descritos, excetuando-se, o formato da caixa de
simulacdo (cubica com arestas de comprimento 11,09 nm nas trés direcdes) e tempo de
simulacdo (20 ns). Os sistemas simulados nessas etapas do trabalho estdo descritos na
Tabela 7.
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Tabela 7 — Descricdo dos sistemas enziméticos simulados.

N° moléculas

Sistema . Carga Total N° total de atomos
de 4gua
AHAS-FAD-TPP-I\/Ig2+ 42193 -4 135642
AHAS-FAD-TPP- Mg?*-1Q 42169 -5 135610

Fonte: Autor

Para a analise das trajetorias obtidas em todas as dinamicas foi utilizado o programa
Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996); e para
plotagem de gréaficos e andlises estatisticas, os programas Graphing Advanced Computation
and Exploration of Data (XMGRACE) (GRACE DEVELOPMENT TEAM, 2008) e o
Origin 6.0. Os valores médios e seus respectivos desvios para as propriedades calculadas

apresentaram nivel de confianca de 95 %.

4.4 CALCULO DO POTENCIAL ELETROSTATICO DA SUPERFICIE MOLECULAR DA
ENZIMA AHAS

O potencial eletrostatico da enzima na presenca dos cofatores e do herbicida inibidor
foram calculados resolvendo numericamente a equacdo ndo-linear de Poisson-Boltzmann
(DAVIS; MCCAMMON, 1990; NICHOLLS; HONIG, 1991), cuja metodologia foi
implementada no programa APBS (do inglés, Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) (HOLST;
BAKER; WANG, 2000) em conjunto com os parametros ajustados do campo de forca
CHARMMZ27. As estruturas tiveram o potencial eletrostatico calculado considerando a
solvatagdo implicita em &gua, com forca ibnica constante. Para isso, foi utilizada uma
constante dielétrica de 78,54, raio do solvente de 1,4 nm, tens&o superficial de 0,105 N m™ e

forca idnica de 150 mM.
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4.5 DESCRICAO ATOMISTICA E PREVISOES MOLECULARES NO PROCESSO DE
DETECCAO DO HERBICIDA PELO NANOBIOSSENSOR

4.5.1 Dinamica Molecular Direcional e calculos QM/MM

Para obtencdo da energia livre de interacdo entre o sitio ativo da enzima e o herbicida,
simulando experimentos de AFM, a simulacdo computacional foi realizada através da
Dinamica Molecular Direcional (do inglés, Steered Molecular Dynamics) de acordo com
protocolo introduzido por lIzrailev et al. (1997). A simulacéo foi realizada utilizando o eixo z
em seu sentido positivo como caminho de retirada do herbicida do sitio ativo da enzima com
velocidade de afastamento foi de 0,01 nm ps™ e aplicando-se uma constante de forca de
367 kJ mol™ nm™ de acordo com a metodologia constraint pulling. A dindmica do sistema foi
realizada em esemble NVT utilizando-se o algoritmo leap-frog (HOCKNEY, 1970). Foi
utilizado tempo de integracédo 1 fs totalizando 3,5 ns, com temperatura e pressédo de referéncia
de 298 K e 1 bar, respectivamente, utilizando termostato v-rescale e barostato de Beredsen
(BERENDSEN et al., 1984).

Em seguida, para cada ps de simulacdo a estrutura eletronica do sistema foi obtida
utilizando-se céalculos semi-empiricos single point, com hamiltoniano PM7 e o programa
MOPAC 2012. O método em questdo contém basicamente 3 passos: 1) primeiramente uma
analise conformacional do sistema é feita e suas configuracdes sdo geradas por MM; 2) as
informacBes estruturais obtidas pela dindmica molecular sdo convertidas em um formato
compativel com os programas quéanticos; 3) calculos de QM séo realizados utilizando-se de
métodos semi-empiricos (STEWART, 2012), obtendo-se assim as médias das propriedades
eletronicas (FRANCA, 2009). Os resultados foram analisados utilizando o programa JMol
(HANSON et al., 2013).



51

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARAMETRIZACAO E SIMULACAO MOLECULAR DOS COFATORES DA
ENZIMA AHAS

5.1.1 Parametrizacdo do campo de forcga dos cofatores da enzima AHAS

Na Figura 21, estdo apresentadas as estruturas dos cofatores da enzima AHAS, de

acordo com a nomenclatura dos atomos utilizada no campo de forca em questao.

Figura 21 — Nomenclatura utilizada na identificacdo dos atomos dos cofatores da enzima
AHAS: FAD (a) e TPP (b).
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Fonte: Autor

Para a validacdo dos parametros de campo de forca, os dados obtidos utilizando o
software SwissParam foram adicionados ao campo de forca CHARMM27. Para a estrutura do
FAD o programa SwissParam gerou adequadamente todos os parametros de campo de forga
(ligados e ndo-ligados) necessarios para a descricdo da molécula utilizando simulacdo por
dindmica molecular. Para a molécula do TPP, nem todos os diedros préprios foram
identificados pela ferramenta online e, portanto, ndo tiveram seus parametros gerados. Ao
todo foram contabilizadas 18 “penalidades” da ferramenta, para essa molécula.
Quimicamente, a molécula de TPP consiste em um anel pirimidinico (anel heterociclico
analogo ao benzeno em que dois atomos de nitrogénio substituem os atomos de carbono nas
posicBes 1 e 3) ligado a um anel tiazol que por sua vez se conecta ao grupamento funcional
pirofosfato (difosfato). Todos os diedros ndo caracterizados apresentam em comum o fato de
que dois dos quatro &tomos formadores do angulo diedro compdem o anel tiazol indicando
que para essa estrutura, em particular, os diedros ndo foram identificados e, portanto, ndo

caracterizados. Na Tabela 8 estdo listados esses diedros proprios.

Tabela 8 — Diedros ndo identificados pelo programa SwissParam para a molécula TPP e
parametrizados separadamente.

C3T C2T C1T HI1T N1T C2T C1T HAT
C3T C2T C1T H2T N1T C2T C1T H2T
C3T C2T C1T H3T N1T C2T C1T H3T

C2T C3T C11T C12T S1T C3T C11T C12T
C2T C3T C11T H13T S1T C3T C11T H13T
C2T C3T C11T H14T S1T C3T C11T H14T

C2T N1T C5T C6T CAT N1T C5T C6T
C2T N1T C5T H5T CAT N1T C5T H5T
C2T N1T C5T H6T CAT N1T C5T H6T

Fonte: Autor
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A alternativa encontrada foi obter tais pardmetros a partir de uma molécula com

estrutura anéloga a do TPP. Gutowski e Lienhard (1976) propuseram a Tiamina Tiotiazilone

Pirofosfato (TTTPP) como estrutura andloga a Tiamina Pirofosfato. A Unica diferenca entre as

estruturas é que para o analogo na posicdao ocupada pelo atomo H4T (em destaque na Figura

19b) no anel tiazol h4 um atomo de enxofre. Para a molécula do TTTPP os diedros foram

adequadamente descritos e os pardmetros diedrais, descritos na Tabela 9, utilizados na

descricdo do TPP no campo de forca. Vale salientar que as configuracdes anti (180,00°) e

eclipsada (0,00°) possiveis para angulos diedrais ao envolverem atomos de um anel de 5

atomos reforga a planaridade deste.

Tabela 9 — Parédmetros diedrais ndo identificados para o cofator TPP obtidos a partir da
estrutura andloga TTTPP empregados no campo de forca CHARMM27.

Angulo de diedro (y)

Constante de Forga (k) /

Diedros Proprios / graus keal mol™ Multiplicidade
C3T C2T C1T HIT
C3T C2T C1T H2T
C3T C2T C1T H3T 12’008 0 -1(;0855()727 ;
N1T C2T C1T H1T 060 _1’1213 3
N1T C2T C1T H2T ’ '
N1T C2T C1T H3T
C2T C3T C11T C12T
C2T C3T C11T H13T
C2T C3T C11T H14T 12’008 0 _01’50733324 ;
S1T C3T C11T C12T 0 0’0 1 3180 3
S1T C3T C11T H13T ’ ’
S1T C3T C11T H14T
C2T N1T C5T C6T
C2T N1T C5T H5T 0,00 0,6276 3
C2T N1T C5T H6T
CAT N1T C5T C6T 0,00 2,0920 3
C4T N1T C5T H5T 12’008 0 '245’334%332 ;
CAT N1T C5T H6T 0.00 0.0460 3

Fonte: Autor



54

5.1.2 Simulagdes por Dindmica Molecular

Incialmente, os sistemas contendo as moléculas dos cofatores em solvente explicito
foram submetidos individualmente a 10 ns de simulagdo, atingindo o equilibrio
termodinamico (estrutura e energia ndo variam significativamente). Os graficos da Figura 22
mostram a evolucdo temporal da energia total dos sistemas ao longo de toda simulacédo

indicando que os sistemas se organizaram no intuito de minimizar sua energia total.

Figura 22 — Energia total envolvida durante os 10 ns de simulagdo para os cofatores da
enzima AHAS: a) FAD e b) TPP.
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Na Figura 22 as setas apontam para os valores médios e entre parénteses estdo os
respectivos desvios padrdo. Para o sistema do cofator FAD observa-se que este permaneceu
em equilibrio energético durante toda a simulacdo, enquanto que o sistema referente ao
cofator TPP teve sua energia estabilizada apds 7 ns de simulacdo. Os pequenos desvios
referentes a variacdo energetica apresentada e os valores negativos de energia total
demonstram que os sistemas simulados sdo energeticamente favorecidos.

A andlise da estabilidade conformacional das estruturas em solucdo aquosa pode ser
avaliada atraves da medida da raiz quadrada do desvio quadratico medio (RMSD, do inglés,
Root Mean Square Deviation). O RMSD pode ser calculado pela formula abaixo:
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N
1
RMSD (t1,8) = [ m Ir(ty) = ri(e)[]2 (16)
i=1

onde, M = Y¥, m;, corresponde a somatéria da massa de todos os N atomos da molécula e
;(t) € a posicdo do 4&tomo i no tempo t.
Desta forma, apos analise por dinamica molecular o comportamento desta propriedade

foi obtido para ambas as estruturas dos cofatores e esta apresentado nos graficos da Figura 23.

Figura 23 — Evolucédo temporal do RMSD para as estruturas dos cofatores da enzima AHAS:
a) FAD e b) TPP.
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Fonte: Autor

Os valores médios do RMSD para as moléculas de FAD e TPP sdo, respectivamente,
0,387 (+ 0,126) nm e 0,045 (+ 0,003) nm. A diferenca entre médias pode ser explicada pelo
maior nimero de graus de liberdade da molécula de FAD quando comparada com a molécula
do TPP. Além disso, pelo desvio padrdo € notavel que ao longo da simulacdo a estrutura
conformacional da molécula de FAD flutuou consideravelmente mais que a de TPP. No
entanto, ambos os valores obtidos encontram-se na mesma ordem de grandeza ou inferior ao
dos comprimentos de ligaces covalentes tipicas predominantes (A) nas estruturas simuladas,
sendo possivel apontar para a estabilidade conformacional de ambas em solucéo aquosa e, por
consequéncia, concluir que os pardmetros de campo de forca obtidos para essas moléculas sdo

validos para a simulacdo da enzima AHAS, em solucao aquosa, na presenca desses substratos.
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5.2 DESENVOLVIMENTO DE MODELO MOLECULAR E PARAMETRIZACAO DOS
CAMPOS DE FORCA PARA O HERBICIDA IMAZAQUIN (1Q)

5.2.1 Otimizag&o conformacional

A otimizagdo estrutural objetiva a obtencdo do conjunto de coordenadas referente a
estrutura correspondente a menor energia potencial possivel. Para tal, caminha-se sobre a
superficie de potencial na direcdo em que a energia é menor, levando a um minimo global
(PASCUTTI, 2002). Desta forma, a otimizacao prévia da estrutura do imazaquin, no vacuo,
faz-se necessaria para que os resultados sejam mais concisos, uma vez que na estrutura
minimizada forcas menores agem sobre cada um dos dtomos da molécula aprimorando o
arquivo input da dinamica.

A selecdo da funcdo de base adequada para a otimizacdo estrutural de uma molécula é
fundamental para a correta execugdo do calculo quantico. Para tanto utilizou-se a funcdo de
base difusa 6-311++G(d,p), indicada para descrever espécies aniénicas e moléculas que
contém pares de elétrons livres com elevada densidade eletronica distante do centro nuclear
da molécula, a exemplo, o imazaquin. Esta habilidade da funcdo de base escolhida é resultado
da adicdo de funcdes altamente difusas ao conjunto de bases e da sua aplicacdo em todos os
atomos. Além disso, um conjunto de fun¢des Gaussianas de polarizagdo do tipo ‘d’ ¢
adicionado a cada atomo n&o-hidrogenoide ¢ um conjunto de fungdes do tipo ‘p’ aos
hidrogénios (LEACH, 2001).

O desvio posicional dos a&tomos da estrutura do imazaquin na conformacao inicial,
obtida através da base de dados ZINC, e a estrutura ap6s a minimizacdo da energia € de
0,207 nm ocasionado basicamente pela distin¢do entre as posi¢cGes dos radicais e atomos
ligados diretamente aos atomos de carbono componentes dos anéis aromaticos. A comparagado

entre as estruturas pode ser realizada observando-se a Figura 24.
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Figura 24 — Estruturas inicial (a) e otimizada (b) da molécula do imazaquin.

Fonte: Autor

5.2.2 Parametrizacdo do campo de for¢a do herbicida imazaquin

No intuito de facilitar a visualizacdo das interacdes a serem mencionadas encontra-se,
na Figura 25, a estrutura do herbicida imazaquin com a devida nomenclatura dos referidos

atomos conforme descritos no campo de forca.

Figura 25 — Nomenclatura utilizada na identificacdo dos atomos do imazaquin.
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Para a validagcdo do modelo estrutural do herbicida imazaquin, utilizando simulacéo
por dindmica molecular, os dados obtidos utilizando o software SwissParam foram
adicionados ao campo de forca CHARMM27. No entanto, nem todos os diedros identificados
pelos GROMACS foram caracterizados. Foram contabilizadas apenas 7 “penalidades” da
ferramenta para essa molécula entre diedros proprios e impréprios. Todos os diedros proprios
ndo-descritos apresentam em comum a ligacdo planar, em anéis aromaticos, entre atomos de
carbono com hibridizacdo sp? e heteroatomo (N) ou carbono de radicais metila. Ja a ndo
obtencdo dos parametros do diedro improprio é recorrente nesse tipo de ferramenta porque,
em geral, movimentos fora do plano sdo frequentemente reproduzidos corretamente apenas
pelo angulo de valéncia e pelos termos referentes ao diedro préprio de modo que a maioria
dos centros ndo precisa da descricdo desses diedros improprios.

A fim de que os parametros mais apropriados para a descricao desses diedros fossem
obtidos sem a realizacdo de célculos quanticos, que demandariam esforco e tempo
demasiados, a alternativa encontrada foi a identificacdo de diedros andlogos na mesma
molécula, considerando-se a similaridade entre 0s mesmos, ou seja, a transferabilidade dos
parametros desse campo de forca. Para tanto, foram identificados os diedros compativeis com
os diedros ndo gerados, e que tiveram seus parametros adequadamente descritos pelo
software. Na Tabela 10 estéo listados os diedros ndo identificados pela ferramenta online e a

associacao com os diedros genéricos utilizados.

Tabela 10 — Diedros préprios e impréprios ndo gerados pelo SwissParam e seus diedros
analogos na molécula do imazaquin.

Diedros Proprios Diedros analogos
H1l C81 C9l CAl C71 C81 C9l H2I
N1l C2I C2M N1M C3I C21 C2M N3l
C3I1C2I C2M N1M N1l C21 C2M N3l
C2M N3I C4M C5M C2M N1M C5M C4M
C2M N3I C4M C7TM C4M N3I C2M C2I
C2M N3I C4M C8M C4M N3I C2M C2I
Diedros Improprios Diedros analogos
C61 C71 C81 H1l C5I1 CAI C9l H21

Fonte: Autor
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Desta forma, todos os parametros do campo de forgca para o herbicida puderam ser
descritos adequadamente utilizando os pardmetros: angulos, constantes de forca de diedro
préprio e improprio, e multiplicidade. A Tabela 11 mostra esses parametros, de acordo com a

definicdo de cada atomo.

Tabela 11 — Pardmetros diedrais ndo identificados para a molécula do imazaquin obtidos a
partir dos diedros analogos da prépria molécula empregados no campo de forca
CHARMMZ27.

Angulo de diedro (y) / Constantes de Forga (k) /

Diedros Proprios 1 Multiplicidade
graus kcal.mol
H1l C8l C9l CAI 180,00 14,6440 2
N1l C21 C2M N1IM 180,00 5,2300 2
C31 C2I C2M N1M 180,00 5,2300 2
C2M N3I C4M C5M 180,00 12,5520 2
C2M N3I C4M C7TM 180,00 3,7656 2
C2M N3I C4M C8M 180,00 3,7656 2

) o Angulo de diedro (o) Constantes de Forga (K, /
Diedros Improprios 1
/ graus kcal.mol

C71C8I C61 H1lI 0,00 9,0291

Fonte: Autor

Os valores apresentados na Tabela 11 estdo de acordo com o esperado para 0s angulos
diedrais da molécula do herbicida imazaquin. Em geral, uma molécula tem maior estabilidade
com os angulos diedros na posi¢do trans. Dessa forma, todos os angulos diedrais proprios
assumindo o valor de 180° descreve-se mais adequadamente a estrutura da molécula
otimizada geometricamente. As constantes de forca seguem uma tendéncia crescente referente
a forca aplicada para restringir o posicionamento: menor valor para diedros envolvendo a
extremidade do diedro carbono de radical metila (C2M N3I C4M C7M e C2M N3I C4M
C8M). Isto favorece maior mobilidade, pois é um valor intermedidrio para diedros
envolvendo uma ligacdo entre dois anéis aromaticos distintos. Além disso, dois dos 4&tomos
sdo componentes de um anel benzénico ligando a outros dois de um anel pirimidinico (N1l
C21 C2M N1M e C3I C2I C2M N1M), o que limita mais a mobilidade dos diedros, e valores

maiores para aqueles diedros em que trés ou todos os atomos sdo componentes de anel



60

aromatico (H1l C81 C91 CAl e C2M N3l C4M C5M) resultando numa maior restricdo

posicional pela inabilidade intrinseca desses aneéis de rotacionar.

5.2.3 Calculo das cargas RESP (Restrained Eletrostatic Potential)

Como nos sistemas em estudo as interacdes eletrostaticas sdo de grande relevancia
para estimar as energias eletrostaticas, e Uteis no entendimento da reatividade quimica da
molécula do herbicida, a descricdo das cargas atdbmicas parciais foi obtida utilizando-se a
metodologia RESP, cujos valores reproduzem adequadamente os momentos multipolares
guéanticos e também as interacdes intermoleculares (BAYLY et al., 1993). A vantagem de se
usar métodos ab initio, neste caso Hartree-Fock, na geracdo das cargas RESP é a
representacdo mais precisa da distribuicdo das cargas, embora exija maior tempo
computacional. Além disso, a funcdo de base é fundamental no calculo, e a qualidade da
representacdo das cargas atbmicas aumenta de acordo com o conjunto de base usado.

Em geral, adota-se o procedimento de restricdo das cargas que serve para reduzir as
cargas em atomos sem impactar o ajuste, alem de minimizar uma variancia rotacional das
cargas atdbmicas, prejudicial na analise das conformacdes da molécula (BAYLY et al., 1993).
No procedimento de ajuste das cargas pontuais do modelo RESP, foi assumido que cada

conjunto de atomos, descritos abaixo, possui a mesma quantidade de carga:

. H1/H1l/H21/H3I

. CAl/CT71/C8l/Cal

o OCl1/ 0Dl

J H61 / H71/ H8I

. C9M / C10I

. HO1 / H101 / H111/ H121 / H13 / H14I

Nota-se que os hidrogénios dos grupos metilicos receberam cargas equivalentes, assim
como aqueles presentes no anel aroméatico (H1 / H1l / H21 / H3I). Esta restrigdo nos atomos
de hidrogénio é tida como uma restrigdo fraca, visto que se trata de &tomos mais leves e de

menor carga, ao contrario dos atomos de oxigénio (ODI / OCI), onde a restricdo é mais forte.



61

As cargas atdbmicas parciais obtidas do célculo, segundo metodologia RESP, podem ser
visualizadas na Tabela 12.

Tabela 12 — Cargas atdbmicas parciais para a molécula do herbicida Imazaquin, seguindo o
modelo RESP.

Atomo Carga Atomo Carga
C5I -0,001 CM -0,419
Col 0,432 H4l 0,160
C71 -0,173 csli -0,173
Cal -0,173 CAl -0,173
N1l -0,638 C4li -0,058
C3li -0,357 Cc2i 0,413
CBI 0,990 N3l -0,845
OCl -0,828 ODI -0,828
Cc2M 0,698 N1M -0,881
C5M 0,836 C4AM 0,687
o6l -0,698 C8M -0,133
C1o0l -0,064 Co9M -0,064

H1 0,122 H1l 0,122
H2I 0,122 H3I 0,122
H6l 0,076 H7I 0,076
H8lI 0,076 H5I 0,071
HOl 0,007 H10l 0,007
H11l 0,007 H12l 0,007
H13l 0,007 H14l 0,007

H15I 0,464
Carga Total -1,000

Fonte: Autor

Os dados apresentados na Tabela 12 mostram que no conjunto de cargas obtido, todas
as restricdes impostas foram adequadas. Os atomos de hidrogénio assumiram carga positiva e
0s de oxigénio e nitrogénio, por sua maior eletronegatividade, carga negativa. Vale destacar
que os atomos de oxigénio OCI e ODI, onde se localiza a carga negativa da molécula, séo os
atomos que apresentam carga elementar mais negativa. Consequentemente, os atomos de
carbono assumiram cargas parciais variaveis conforme efeito indutivo resultante das
conectividades com os demais atomos. Dessa forma, o conjunto de cargas obtido para a
molécula do herbicida imazaquin exprime com precisdo, em termos de cargas parciais, 0

comportamento esperado para cada atomo.
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5.2.4 Simulagdes por Dinamica Molecular

Incialmente, o sistema contendo a molécula de imazaquin em solvente explicito, foi
submetido a 10 ns de simulacdo, atingindo o equilibrio termodinamico. O grafico da Figura
26 mostra a evolugdo temporal da energia total do sistema ao longo de toda simulagéo
indicando que j& nos picossegundos iniciais 0 sistema se organizou no intuito de minimizar

sua energia total.

Figura 26 — Energia total do sistema ao longo da dindmica molecular.
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Fonte: Autor

Na Figura 26 a seta aponta para o valor médio e entre parénteses esta o desvio padréo.
Nota-se que o sistema permaneceu em equilibrio energético desde o inicio da simulacao até
seu final. Isso ocorreu porque o sistema em estudo € relativamente pequeno, contendo uma
Unica molécula de imazaquin e 8935 moléculas de &gua, previamente termalizada, cuja
estrutura havia sido otimizada, para se alcancar uma configuracdo estrutural estavel
energeticamente. Desta forma, a pequena variacdo energética apresentada, reforca a eficicia
da otimizacdo realizada e os valores negativos de energia total demonstram a correspondéncia
a um sistema real energeticamente favoravel. Do mesmo modo, as contribuicdes energéticas
de Lennard-Jones (LJ) e de Coulomb para a energia total podem ser calculadas a fim de se
compreender qual tipo de interacdo intermolecular &€ mais relevante para a estabilizacdo do
herbicida imazaquin em meio aquoso. O célculo destas energias pode ser visualizado nos
graficos da Figura 27.
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Figura 27 — Variagdo temporal da energia associada as intera¢cdes do tipo: a) Coulémbicas;

b) van der Waals ou de Lennard-Jones.
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Fonte: Autor

Os graficos apresentados na Figura 27 demonstram que o comportamento do
imazaquin em solucdo se da prioritariamente através de interacdes couldmbicas em
detrimento das interacGes de van der Walls (Lennard-Jones). Isso é evidenciado pela grande
contribuicdo da energia coulémbica a energia total, visto que esta atinge valores bastante
negativos durante a simulagéo, enquanto que a energia de LJ atinge valores positivos, mas que
sdo pouco significativos como contribuintes da energia total. O fato da molécula do
imazaquin ser carregada negativamente (forma aniénica) explica a maior relevancia das
interacOes eletrostaticas do sistema em solucdo em comparacao as interagdes nao-ligadas.

A variacdo conformacional do imazaquin ao longo do tempo de simulacdo pode ser
visualizada através do célculo da raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) e do
RMSDist, um método de ajuste ao célculo do RMSD que calcula a variacdo das distancias

atbmicas em relacdo as suas posicdes iniciais.
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Figura 28 — Evolucdo temporal da raiz quadrada do desvio quadratico medio (RMSD) (a) e do

RMSDist (b).
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Fonte: Autor

O célculo do RMSD da estrutura final da molécula de imazaquin mostrou, em relacdo
ao valor médio (0,12 nm), um desvio de 0,05 nm, valor consideravelmente influenciado por
variacdes estruturais na molécula, em especial, no intervalo de 8,8 a 9 ns de simulacdo. O
valor médio para 0 RMSD das estruturas, em relacdo a estrutura inicial, encontra-se ha mesma
ordem de grandeza do comprimento de ligagdes covalentes tipicas predominantes (A) na
estrutura do herbicida em questdo. Portanto, tal variacdo esta associada a mobilidade das
posicBes atdbmicas da molécula. Vale destacar aqui que o sistema simulado ndo representa, em
termos de concentracdo, condicGes reais de operacdo, mas permite mostrar estatisticamente a
estabilidade conformacional da estrutura do imazaquin em solucdo aquosa indicando que o
mesmo ndo perde sua estrutura ao longo da simulagéo. Isto permite afirmar que a simulacédo
mostra estruturas mais estaveis em solucdo aquosa, conforme apontado pelos termos
energéticos previamente apresentados. O calculo do RMSDist apresentou comportamento
similar ao do RMSD da estrutura final do imazaquin, porém com um desvio menor em
relacdo ao valor médio (0,06), de 0,02 nm. Isto demonstra a pequena mobilidade dos atomos
da molécula, em relacéo as suas coordenadas iniciais e ratifica a estabilidade conformacional
da molécula em solugédo aquosa.

Todos os parametros até entdo apresentados para o sistema em questdo validam o
modelo molecular proposto e os pardmetros ligados e nédo ligados obtidos e inseridos no
campo de forc¢a para a descri¢do adequada da molécula do herbicida imazaquin.

Para uma melhor compreensdo do comportamento do imazaquin em solucdo aquosa,

realizou-se a analise da distribuicdo radial de pares para indicar os sitios moleculares mais
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favoraveis a formacdo de ligagdes de hidrogénio ao longo da trajetoria da simulacdo por
dindmica molecular, com as moléculas de solvente, no caso a agua.

As funcdes radiais de distribuicdo, RDF (do inglés, Radial Distribution Function) sdo
funcBes Uteis na descri¢do da estrutura de um sistema, pois expressam a probabilidade de se

achar um atomo i ou uma molécula, a uma distancia r de um outro &tomo j (ou molécula).

Figura 29 — Representacdo da distribuicdo radial de um &tomo i a uma distancia r + dr de um
atomo j.

Fonte: Autor

Esta funcdo pode ser expressa por:

g(r) = - T 3, 2D an

412

sendo, p a densidade das espécies, ou 0 nimero de particulas por unidade de volume. Numa
analise de RDF ¢ estimado, para cada distancia r, o nimero de particulas contidas em uma
calota esférica de espessura dr, e feito a média durante todo o periodo de simulagdo. A partir
desse resultado, as RDF indicam as distancias de maior e menor probabilidade de se encontrar
outros atomos. A analise de RDF é de grande importancia no estudo de sistemas compostos
por moléculas de solvente e sua interacdo com o soluto. Deste modo, esta foi realizada para os
atomos mais eletronegativos da molécula do herbicida (N11, N1M, N3I, O6l, OCI, ODI), a
fim de identificar as interagdes mais relevantes do sistema. Os dados observados podem ser

visualizados na Figura 30.
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Figura 30 — Distribuicdo Radial de Pares para os atomos mais eletronegativos da molécula do
imazaquin com a 4gua em funcdo da distancia das ligacdes (r).
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Fonte: Autor

Pela analise do grafico da Figura 30, € notavel que as funcdes de distribuicdo radial de
pares mais significativas referem-se as interacdes dos atomos de oxigénio, ODI, OCI e O6l,
com as moléculas de solvente, visto que apresentaram picos de maior magnitude e mais
definidos (mais estreitos). Isto pode ser explicado pela forte interacdo entre os atomos de
oxigénio, que sdo mais eletronegativos, e os atomos de hidrogénio das moléculas de agua,
resultando em maior contribuicdo para a formacéo de ligac6es de hidrogénio (LH) no sistema.

A andlise do numero de ligacdes de hidrogénio intermoleculares é de grande
importancia para a elucidacdo do sistema. Neste trabalho, os critérios utilizados para ligacdes
de hidrogénio sdo de 3,5 A para a distancia em relacdo ao raio de corte entre 0s 4&tomos
doador e aceptor e 30° para o angulo entre centros de referéncia escolhido nos atomos doador
e aceptor (TORSHIN; WEBER; HARRISON, 2002).

Deste modo, foram realizados célculos do nUmero médio de ligacBes de hidrogénio e
tempo de vida destas ligagdes envolvendo o imazaquin e o solvente, indicadas pelo grafico da

Figura 30, ao longo dos 10 ns de simulagéo.
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Tabela 13 — NUmero médio das ligacdes de hidrogénio possiveis e seus respectivos tempos de
vida para a interacdo do imazaquin com o solvente ao longo de toda a trajetoria.

Tipo de ligacdo ) o )
_ . Numero medio de LH Tempo de vida / ps
de hidrogénio

06l --- H,O 1,83 + 0,58 2,15
OCI --- H,0O 2,711+0,61 3,76
OoDI --- H,0O 2,74+0,72 3,75

IQ --- H,0 9,75+1,23 2,75

Fonte: Autor

A partir dos resultados apresentados na Tabela 13, nota-se que os atomos OCI e ODI
apresentaram numero médio de ligacBes de hidrogénio similares e maiores quando
comparados ao &tomo O6l, assim como o tempo de vida destas ligacbes. A presenca da carga
negativa do imazaquin nos atomos de OCI e ODI justifica a maior contribuicdo destes ao
valor total das ligagGes em estudo, individualmente cerca de 38 %. A presenca de densidade
eletrbnica altamente negativa nestes atomos afeta o ndmero de ligagdes de hidrogénio
influindo diretamente na estrutura obtida ao final da dindmica e na orientacdo das moléculas
de agua ao seu redor, resultando em um ndmero maior de ligacGes de hidrogénio. Ademais, a
similaridade no nimero de ligagdes de hidrogénio estabelecidas por estes &tomos e o solvente
e do tempo de vida das mesmas, deve-se ao efeito de ressonancia referente ao deslocamento
de elétrons sob o grupo ODI-CBI-OCI.

5.3 SIMULACAO DA ENZIMA AHAS E DO SISTEMA AHAS-IQ

Estudos anteriores, feitos por lerich e colaboradores demonstraram que a presenca de
todos cofatores conferem estabilidade estrutural a forma dimérica da enzima AHAS (IERICH
et al., 2015). Por essa razdo e considerando que a estabilidade estrutural da enzima é de
fundamental importancia para o desenvolvimento de um nanobiossensor preciso (DA SILVA
et al., 2013, 2014; OLIVEIRA et al., 2013), o sistema de partida foi a enzima AHAS na
presenca dos seus cofatores: FAD, TPP e Mg?". Inicialmente, foram avaliados o

comportamento e estabilidade da enzima em solugdo aquosa. Em seguida, na presencga do
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herbicida imazaquin, foi avaliada a interacdo substrato-enzima enfatizando as interaces nao-
especificas que podem ser utilizadas como linha base na medicao experimental do biossensor.

A Figura 31 ilustra a evolucdo temporal da energia total tanto para o sistema contendo
apenas a enzima AHAS e seus cofatores (em preto) quanto para a enzima na presenca dos
cofatores e do herbicida imazaquin no sitio ativo (em vermelho). Os gréaficos indicam que
ambos atingiram o equilibrio termodindmico por meio da estabilizacdo dos niveis energéticos
em cerca de -1,413x10° (+ 0,002) kJ mol™ — tamanha similaridade no parametro energético
resultou na quase sobreposicao total dos graficos.

Figura 31 — Energia total dos sistemas enzimaticos simulados em solucdo aquosa.
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Uma importante observacdo acerca do sistema AHAS-FAD-TPP-Mg®* é com relagio
ao numero de ligacbGes de hidrogénio estabelecida pelo cofator FAD e a enzima AHAS.
Enquanto a fungdo desse cofator ndo € cientificamente definida, as suas posi¢des atdmicas e
interacdes com os residuos da enzima ja foram adequadamente descritas. Ao longo de toda a
simulacdo foram quantificadas aproximadamente 12 (+1) ligacGes de hidrogénio entre o
cofator e a enzima. Pang e colaboradores (2003) determinaram a estrutura cristalografica da
enzima de origem da Saccharomyces cerevisiae (estrutura consideravelmente similar a
estudada nesse trabalho), e observaram que a posicdo do cofator FAD permite realizar 12
ligagBes de hidrogénio entre o cofator e os residuos do seu sitio especifico de ligacdo (PANG;
GUDDAT; DUGGLEBY, 2003). A similaridade entre o namero de ligacGes de hidrogénio

indica que o sistema simulado é representativo da estrutura catalitica da enzima.
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Sabendo que as propriedades intrinsecas da enzima em solucdo aquosa sdo de
fundamental importancia para compreender adequadamente a interacdo da enzima AHAS,
com o herbicida, a dinamica molecular do sistema AHAS-FAD-TPP-Mg®* permitiu a anélise
da estabilidade conformacional da enzima foi obtida através dos calculos do RMSD e do Raio
de Giro (Rg) que avaliam, respectivamente, o distanciamento das posi¢des atdmicas da enzima
em relacdo a estrutura nativa e a compactacdo da sua estrutura. O raio de giro da enzima é
dado pela equagéo que se segue:

R, = [Z’iilllvnzlmil/ 2] (18)
Y= Mi

onde, m; é a massa do atomo i e r; é sua posicao em relacdo ao centro de massa.

A enzima AHAS apresentou RMSD de 0,235 (x 0,029) nm e raio de giro
2,595 (+0,006) nm apontando para uma pequena mobilidade estrutural da enzima em solucao
aquosa, a temperatura ambiente, apresentando uma leve e sistematica flutuacdo. Esses valores
indicam que ndo h4 alteracéo significativa na conformagdo da enzima nativa e sugere que essa
ndo perderd sua atividade se a mesma for imobilizada no cantiléver do AFM ou, ainda, no
momento da deteccdo do herbicida.

Outro importante parametro monitorado para verificar a possibilidade de desnaturacao
da enzima é sua estrutura secundaria. Tal analise foi realizada verificando-se a distribuicéo
dos angulos diedrais @ (fi) ¢ ¥ (psi) da cadeia principal que é apresentada em um gréafico de
duas dimensdes conhecido como diagrama de Ramachandran (RAMACHANDRAN;
RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963). Esses angulos sdo resultantes das rotacfes
das ligagdes em torno do Ca de cada aminoacido, sendo @ para a ligagdo N---Ca e W para a
ligagdo Ca---C. Incialmente, ® ¢ ¥ podem assumir qualquer valor entre -180° até +180°, mas
muitos desses valores ndo sdo atingiveis por questdes de impedimento estérico entre os
atomos da cadeia polipeptidica e os atomos das cadeias laterais dos aminoacidos (NELSON;
COX, 2011). Os diagramas para a estrutura inicial e final (Figura 32), obtidos utilizando-se a
ferramenta Visual Molecular Dynamics (VMD), indicam que nenhuma mudanga significativa
entre os angulos @ ¢ ¥ depois de 20 ns de simulacéo foi detectada. Esse resultado sugere uma
estereoquimica de qualidade, pois a grande maioria de residuos encontra-se em regides

permitidas (em azul) ou parcialmente permitidas (em verde).
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Figura 32 — Diagrama Ramachandran para a estrutura inicial (a) e ap6s 20 ns de simulacdo
(b) da enzima AHAS.
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Fonte: Autor

Vale ressaltar aqui que os residuos que se encontram em regides desfavoraveis (em
branco) sdo predominantemente os de glicina, porque a cadeia lateral desse aminoacido se
restringe a apenas um atomo de hidrogénio o que possibilita maior liberdade para os angulos
diedrais verificados. Essa analise ndo valida por si s6 uma estrutura proteica, mas trata-se de
uma ferramenta importante no estudo da estrutura tridimensional da enzima e a partir desse é
possivel analisar com mais propriedade, em nivel molecular, a interacdo da enzima com o
herbicida inibidor. Além disso, conforme apontado por Van Gunsteren e colaboradores (1995)
podem ser necessarios tempos maiores de simulacdo para a avaliacdo da estabilidade
estrutural de enzimas. Para isso, planeja-se que essa trajetoria seja estendida e que novos
dados sejam analisados futuramente (VAN GUNSTEREN et al., 1995).

As informagdes fornecidas pelo visualizador de sequéncia da cadeia da enzima
(Sequence Chain View) do banco de dados PDB os aminoacidos componentes do sitio ativo e
que séo responsaveis pela ligacdo do herbicida imazaquin ao mesmo sdo: Met351, Asp376,
Arg377, Lys381, Trp574, Ser653, Gly654. Portanto, serd dessa forma considerado o sitio
ativo para as andlises da interacdo do complexo enzima-herbicida.

O herbicida imazaquin esta posicionado no sitio ativo da enzima com o agrupamento
imidazolona voltado para a superficie da enzima e o agrupamento quinolina, que tem como
ligante o agrupamento carboxil, encontra-se direcionado para o centro C2 (C4T na

nomenclatura adotada nesse trabalho) do cofator TPP que também se encontra no sitio ativo.
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Com o herbicida no sitio ativo da enzima a estrutura se encontra numa conformacéao
“fechada” e acredita-se que essa representa a forma cataliticamente ativa da enzima AHAS
(PANG; GUDDAT; DUGGLEBY, 2003). Dessa forma, pelo fato de o sitio ativo ndo se
encontrar acessivel ao solvente a estrutura cristalografica 128N, aqui utilizada, é tida como a
mais representativa da enzima AHAS (MCCOURT; DUGGLEBY, 2006). Para verificar tal
efeito de solvatacdo calculou-se o nimero de ligacBes de hidrogénio ao longo de toda a
simulacdo conforme dados apresentados na Tabela 14. Inicialmente, verifica-se que 0 numero
de ligacdes de hidrogénio ao inicio da simulacédo é pequeno quando comparado com o valor
apos 20 ns de simulagdo, isso porque o sistema ndo interage efetivamente com as moléculas
de solvente no inicio da simulacdo de forma que a medida que a simulagdo se processa esse
nlmero cresce como consequéncia da solvatacdo do sistema. Ao se observar o numero de
ligacGes de hidrogénio formadas entre o sitio ativo e 0 solvente verifica-se que esse nédo
contribui significativamente para o quantitativo total de ligacdes de hidrogénio ao longo da
simulacéo, indicando que de fato o sitio ativo ndo se encontra acessivel ao solvente conforme
esperado. Com relacdo ao herbicida observa-se que o mesmo estabelece uma quantidade
razoavel de ligacbes de hidrogénio, em especial, pelo agrupamento O6I ligado ao anel
imizadol posicionado na direcdo da superficie da enzima; portanto, na regido do sitio ativo
mais disponivel para interacdo com as moléculas de agua. Além disso, de acordo com
McCourt e colaboradores (2006) na estrutura cristalografica o herbicida imazaquin estabelece
com os residuos do sitio ativo apenas uma ligacdo de hidrogénio tendo sido esse mesmo valor
médio encontrado para essa interacdo ao longo de toda a simulacdo indicando que de fato
apos a solvatacdo as moléculas de agua ndo alteram significativamente as interacbes que
ocorrem no sitio ativo da enzima corroborando com as informagbes acima apresentadas
(MCCOURT et al., 2006).

Tabela 14— Numero de ligacdes de hidrogénio formadas ao longo da simulacdo do sistema
enzimatico na presenca do herbicida imazaquin.

1098 + 20
AHAS — H:0 973 (0 ns) e 1116 (20 ns)
Sitio Ativo --- H,0 19+2
Sitio Ativo --- 1Q 1+0,6
IQ --- H,O 8+1
Sitio Ativo - Intermoleculares 1+05

Fonte: Autor
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A raiz quadrada da flutuacdo quadrdtica média (do inglés, Root Mean Square
Fluctuation) dos residuos de aminoacidos componentes do sitio ativo da enzima foi avaliada
com objetivo de verificar a variagdo da posicdo dos atomos de cada residuo durante a

dindmica (Figura 33). O RMSF é dado pela equacao que se segue:

T

RMSF; = [% 2|ri(j) — ri|2]% (19)

j=1
onde, r;(j) sdo as coordenadas do i-ésimo 4&tomo no passo de tempo j, r; sd0 suas posi¢des
médias e T é 0 tempo expresso como o numero de passos da simulacio (NAMBA; DA
SILVA; DA SILVA, 2008).
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Figura 33 — Flutuacdo quadratica média (RMSF) dos 7 residuos do sitio ativo responsaveis
pela ligacdo do herbicida imazaquin.
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Os graficos apresentados na Figura 33 indicam que o0s residuos apresentaram apenas
uma flutuacdo sistematica resultante da solvatacdo do sistema. O residuo de lisina (Lys381)
apresentou maior flutuacdo nas posi¢cdes atdbmicas em funcdo do seu posicionamento mais
externo do canal do sitio ativo o que resulta numa maior interacdo com as moléculas de
solvente. J& o residuo de glicina, apesar de ser o menor dentre os aminoacidos e possibilitando
maior mobilidade, este se encontra entre os residuos de Lys381 e Ser653 o que acaba
restringindo sua flutuacdo posicional. Os residuos de Ser653 e Trp574 sao anotados como
residuos importantes no mecanismo de resisténcia da enzima AHAS ao herbicida imazaquin,
isso porque, o triptofano (Trp574) que tem interacdo direta com a molécula do herbicida é um
dos responsaveis por determinar a forma do canal do sitio ativo e, portanto, terd influéncia
significativa no mecanismo de deteccdo do nanobiossensor (DUGGLEBY; PANG, 2000;
TRANEL; WRIGHT, 2002). Semelhantemente, o residuo Ser653 confere forte resisténcia aos
herbicidas da classe imidazolinonas por sua posi¢do de proximidade ao espago ocupado pelo
anel aromatico da molécula do herbicida e, consequente contato entre eles, 0 que acaba
restringindo sua movimentagdo, resultando num baixo RMSF (HATTORI et al.,, 1992;
HAUGHN; SOMERVILLE, 1990). Torna-se importante ressaltar que apds os 20 ns de
simulagdo o residuo de Asp376 ndo se encontrava mais dentro da regifo de 5 A de distancia
do herbicida. Isto ocorre porque esse residuo apresenta forcas respulsivas com o agrupamento
carboxilato da molécula do imazaquin forcando-o a uma conformacéo diferente resultando no
seu distanciamento e na aproximacao do residuo Arg377 com o herbicida afim de que seja
estabelecida uma interacdo idnica entre eles por meio dos agrupamentos amino na
extremidade do residuo (MCCOURT et al., 2006).

5.4 CALCULO DO POTENCIAL ELETROSTATICO DA SUPERFICIE MOLECULAR DA
ENZIMA AHAS

Apo0s a caracterizacdo estrutural e molecular do sistema de estudo, vislumbrando a
descricdo da deteccdo do herbicida pelo biossensor a primeira etapa € estabelecer a orientagéo
da enzima a ser imobilizada na ponteira funcionalizada do AFM. As Ultimas pesquisas
envolvendo a funcionalizacdo dessas ponteiras utilizam ponteira de Silicio (Si) ou Nitreto de
Silicio (Si3N4) que sdo facilmente oxidados quando expostos ao ar ou a dgua formando uma

camada de 6xido composta por grupos reativos (Si-OH). Em seguida, para a funcionalizagdo
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efetiva adiciona-se o reagente 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) responsavel por deixar
grupos amino livres que reagem com o agrupamento aldeido do agente espacante de
superficie (AES), na maioria das vezes o glutaraldeido (BHUSHAN et al., 2005;
SCHRODER et al., 2010). Em seguida, a enzima ¢ imobilizada nessa superficie através de
forcas de interagcdo eletrostaticas. A adsorcdo proteina-superficie é favorecida por essas
interacOes eletrostaticas visto que ambas sdo carregadas.

Na compreensao das interacdes moleculares é de extrema relevancia a obtencdo do
mapa do potencial eletrostatico da enzima ja que o mesmo possibilita a analise qualitativa da
afinidade relativa entre a enzima e a superficie de imobilizacdo. A partir dessa analise é
possivel sugerir as melhores regides de interacdo do sitio ativo com o substrato e de ligacéo a
superficie da ponteira funcionalizada.

Na Figura 34 estd apresentada a representacdo de superficie da enzima AHAS,
incluindo o potencial eletrostatico da enzima em pH neutro. Das analises feitas visualmente
com 0 VMD é possivel identificar os trés eixos de coordenada (X, y e z) como referéncias para
a imobilizacdo da enzima. No entanto, nos eixos X e y 0 sitio ativo estaria numa posicao
lateral a regido de imobilizacdo, deixando-o pouco disponivel para interagir com o analito no

momento da interacdo proteina-substrato.
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Figura 34 — Mapa do potencial eletrostatico plotado na superficie molecular da enzima
AHAS apresentada de acordo com a visdo frontal (a) e traseira (b) ao longo do eixo z,
indicando o sitio ativo de interacdo do herbicida com a enzima (c). Os potenciais positivos
(azul), negativos (vermelho) e neutros (branco) correspondem a faixa de -3,0KgT/e e
+3,0KgT/e.

Fonte: Autor

Conforme mostrado na Figura 34, a posi¢do da enzima ao longo do eixo z favorece a
exposicdo da regido em que a enzima deve interagir com o herbicida (sitio ativo
desblogqueado) (a) e também apresenta uma regido posterior (sentido negativo do eixo z) com
uma area superficial mais predominantemente negativa (b) favorecendo a adsorcéo da enzima.
Sendo assim, ao identificar o possivel caminho para a retirada do herbicida imazaquin do
sitivo ativo da enzima AHAS é possivel sugerir 0 modo mais adequado para a
funcionalizacdo da enzima de modo que o0s agrupamentos carregados positiva ou

negativamente sejam inseridos na ponteira do cantiléver do nanobiossensor. Considera-se essa
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posicdo escolhida como coordenada inicial para as anélises de dinamica molecular direcional,
para calcular a forca elastica necessaria para se retirar o herbicida inibidor de seu sitio ativo,
de forma que se obtenha o tempo de resposta na formacdo do complexo AHAS-IQ e,
consequentemente, calibrar os detectores para uma andlise experimental mais precisa durante

a utilizacdo de um AFM.

5.5 DESCRICAO ATOMISTICA E PREVISOES MOLECULARES NO PROCESSO DE
DETECCAO DO HERBICIDA PELO NANOBIOSSENSOR

5.5.1 Dinamica Molecular Direcional e calculos QM/MM

Ao utilizar a metodologia de Dindmica Molecular Direcional (SMD) obtém-se
modelos para explicar as forcas medidas em termos das estruturas moleculares. Isso porque
fornece detalhes do processo de desvinculacdo induzido por forgas externas em sistemas
biomoleculares que os ajuda a superar barreiras energéticas entre estados. Essas forgas sdo
aplicadas sob o complexo enzima-herbicida restringindo o ligante em um ponto do espago por
um potencial harmdnico externo. Esse ponto é entdo deslocado na dire¢do escolhida, sendo
forcado a sair da sua posicao inicial no sitio ativo da enzima possibilitando que explore novas
interacdes ao longo do caminho de desvinculagdo. Neste trabalho, por razdes expostas na
secdo 5.4, a direcdo em que essas forcas foram aplicadas é o eixo z em seu sentido positivo
conforme mostrado na Figura 35.
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Figura 35 — Dindmica Molecular Direcional no caminho sugerido para retirada do
herbicida. Sendo Ax a distancia entre o centro de massa da enzima ¢ o do grupo carbonila
do imazaquin, e k a constante de forca que representa a mesma do cantilever.

Fonte: Autor

A andlise criteriosa da trajetéria da simulagdo, aliada a curva de forca permitiu
calcular a forca media para a extracdo do imazaquin da enzima AHAS. A partir da anélise do
grafico de forca em funcdo do tempo (Figura 36) observou-se, para o caminho ao longo do
eizo z, dois momentos de for¢ca maxima, em 50 e 1600 ps. O primeiro, ja nos nanossegundos
iniciais de simulacéo, corresponde a uma forca de aproximadamente 380 kJ mol™® nm™
(1391 pN), requerida para a ruptura das principais interacdes especificas estabelecidas entre o
herbicida com os residuos do sitio ativo da enzima. J& o segundo de 855 kJ mol™ nm™
(3130 pN) € responsavel pelo rompimento definitivo de interacfes entre o herbicida e a regido

do sitio ativo.
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Figura 36 — Perfil de forca aplicado ao longo do eixo z durante a Dinamica Molecular
Direcional.
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Ensaios experimentais de deteccdo do herbicida imazaquim utilizando AFM com
ponteira funcionalizada com a enzima ALS mostram que para analises realizadas com um
cantiléver de constante K = 0,2 N m™ em trés substratos diferentes a forca média de deteccéo
é de 40 (x4) nN (DEDA et al., 2013). A forca média calculada no intervalo de tempo de tj=0
até t; = 65 ps, momento a partir do qual a molécula do herbicida imazaquin esta fora do canal
do sitio ativo é de 0,39 (+£0,2) nN. Considerando-se o desvio-padrdo das analises pode-se
afirmar que a forca média calculada é um multiplo da forca experimental obtida e, portanto,
os calculos realizados validam o modelo proposto para o sistema AHAS-1Q a ser utilizado na
construcdo otimizada do nanobiossensor.

A determinacdo dos estados (ligado e nédo ligado) foi feita tomando como critério a
distancia herbicida-enzima, sendo que o estado ndo ligado compreende todas as distancias
maiores que 1,4 nm, ou seja, fora do raio das interaces intermoleculares de longo alcance.
Dessa forma, ao monitorar o distanciamento entre a molécula do herbicida e dos residuos do
sitio ativo ao longo da simulacdo observa-se que, anterior ao tempo correspondente a forca
maxima, ocorreram trés variacdes mais significativas (0-65, 310-330, 455-465 e 495-505 ps).
Para obter dados energéticos mais precisos foram realizados calculos quéanticos, por
metodologia semi-empirica, para esses frames referentes as interagcbes mais significativas no
sistema.

A curva de energia total do sistema para os frames iniciais da simulacdo (Figura 37)
sugere que sua estabilidade é fortemente dependente da interagdo enzima-herbicida, visto que

a energia total do sistema aumenta exponencialmente com a retirada do herbicida do sitio
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ativo da enzima. Dessa forma, é possivel apontar para a especificidade da interagdo entre a

AHAS e o0 herbicida inibidor, o que deve favorecer a sua deteccdo pelo nanobiossensor.

Figura 37 — Curva da energia total do sistema para 0s 65 ps iniciais de simulagéo.

-7,9262 +
-7,9264

-7,9266

-7,9268
-7,9270

-7,9272 1

Energia / 10" kJ mol™

-7,9276 ' .
-7,9274 9 00 25 50
Tempo ! ps

'719276 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo / ps

Fonte: Autor
As médias das energias calculadas, em relacdo a energia inicial do sistema (AE), estdo
apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 — Valores médios de energia de interacdo imazaquin-AHAS obtidos por célculos de
QM/MM Sequencial.

Intervalo de Simulacéo / ps Variag(él AoEI\)/I;étlj(iJancqigll_Elnergia
1-65 14048,52 + 423,52
310-330 14115,82 + 337,09
455-465 14254,65 + 382,77
495-505 14040,60 + 369,63
1550-1750 14096,58 + 294,73
3000-3250 15329,36 £+ 1765,90

Fonte: Autor.

Dessa forma, a energia associada a extracdo do imazaquin é a média da variacdo da
energia no estado ligado que, pelo valor médio quase estavel, compreende de zero a
aproximadamente 1700 ps. Apos este tempo, em particular nos ps finais da simulacdo, as

flutuacBes nas medidas energéticas sdo maiores visto que ocorrem devido a interacdo do
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herbicida com as moléculas de solvente. No entanto, para o célculo da energia especifica de
ligacdo nota-se a definicdo dos estados anterior a 1700 ps, mostrando que, ainda que haja
interacdes com a enzima depois desse tempo estas ndo tem influéncia significativa na energia
total do sistema. Em outras palavras os eventos moleculares que ocorrem ap6s 1700 ps, séo
suficientes para gerar alteracfes na forca necessaria para se retirar o herbicida, entretanto, ndo
geram alteracBes entrépicas e entélpicas significativas nos sistemas. Dessa forma,
considerando os valores absolutos de energia, as configuracbes com o herbicida fora do sitio
ativo possui um valor de cerca de —7,926 x 10” kJ mol™, , o que resulta em uma energia de
interacdo de aproximadamente 14000 kJ mol™ maior que a energia inicial do complexo
enzima-herbicida. Estes resultados apresentados na Figura 37 e Tabela 15 sugerem que a
energia de retirada do herbicida corresponde aos ps iniciais, que é de 14048,52 kJ mol™ e
consequentemente uma energia de ligacdo herbicida-enzima de -14048,52 kJ mol™.

Apos o estudo do sistema AHAS-IQ e da proposicéo tedrica do nanobiossensor, 0s
experimentos de Microscopia de Forca Atdmica com a ponta do cantiléver funcionalizada
com a enzima serdo realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Neurobiofisica da
Universidade Federal de Sdo Carlos coordenado pelo pesquisador e professor Dr. Fabio Lima
Leite. O intuito é fornecer validacdo para 0 modelo computacional proposto nesse trabalho,
vislumbrando uma possivel aplicacdo dessa metodologia, na industria e em laboratérios de
controle de qualidade, para controle dos limites de herbicidas aplicados nas culturas.
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6 CONCLUSAO

Os parametros de campo de forca para os cofatores da enzima AHAS: FAD e TPP
foram obtidos, de forma sucedida, a partir da ferramenta online SwissParam. Esta
metodologia foi adotada neste trabalho por ser rapida na obtencdo de parametros de campo de
forca para moléculas organicas pequenas e mostrou-se eficiente na geracdo das topologias
adequadas. Esses parametros foram adicionados ao campo de forca CHARMMZ27 e validados
por simulacdo de Dinamica Molecular.

Um modelo molecular satisfatorio foi obtido para o herbicida imazaquin, caracteristico
da classe das imidazolinonas, permitindo analisar informacgdes estruturais (RMSD e
RMSDist) e identificar os sitios de reatividade da molécula em solucdo aquosa indicando a
eficacia da otimizacdo geométrica realizada utilizando célculos quanticos ab initio (UHF) e
do ajuste de cargas pontuais realizado pela metodologia RESP.

As simulagdes por dinamica molecular evidenciaram que a enzima AHAS, na
presenca dos seus cofatores, possui uma estrutura fechada - sitio ativo pouco acessivel as
moléculas de solvente - representativa da sua forma cataliticamente ativa, conforme sugeriam
trabalhos prévios de cristalografia realizados com a enzima. Dados de RMSD, raio de giro e
monitoramento dos angulos diedrais dos residuos de aminoacidos apontam para a estabilidade
estrutural da mesma e, portanto, a manutencao da sua atividade catalitica apds imobilizacéo
da mesma na ponteira do cantiléver do AFM ou mesmo durante a detec¢do do herbicida.

Os estudos da superficie de energia potencial da enzima AHAS apontaram para uma
distribuicdo uniforme de cargas positivas na regido préxima ao sitio ativo, onde se encontra o
herbicida, e negativa na regido oposta possibilitando a indicacdo de um possivel caminho para
a retirada do herbicida com menor impedimento estérico e energético: o eixo z em seu sentido
positivo. A emulacdo dos experimentos do AFM através de simulacdo de dindmica direcional
ao longo desse eixo foi realizada no caminho de retirada sugerido, obtendo-se forcas de
interacdo da ordem de 1391 pN. Célculos quénticos para os frames mais representativos do
processo de extracdo do herbicida do sitio ativo foram realizados permitindo calcular
parametros energéticos do sistema e apontaram para uma interagdo consideravelmente
especifica entre a enzima AHAS e o herbicida inibidor, imazaquin, e consequentemente uma
energia de interacdo de -14048,52 kJ mol™. Dessa forma, a validacdo do modelo computado
através dos experimentos de AFM deverdo levar em conta os calculos realizados para o

caminho de retirada simulado.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Avaliar o papel do cofator FAD na atividade catalitica da enzima;

Realizacdo de célculos quanticos para todos os frames da Dindmica Molecular
Direcional;

Estudo de outros possiveis caminhos de retirada do herbicida para se calcular o
Potencial de Forca Média (PMF), que utiliza a igualdade de Jarzynski para estabelecer
uma conexao entre o calculo do trabalho e energia realizado no processo fora do
equilibrio (simulacdo SMD) com um processo em quase equilibrio, como o
experimento de detecgéo pelo biossensor de ponteira de AFM;

Estudo mais aprimorado da estrutura da enzima AHAS para sua imobilizacdo da
ponteira do AFM utilizando o Modelo Rigido proposto por Amarante et al. (2014) e
sugestdo das condicBes 6timas de funcionamento do nanobiossensor;

Parametrizacdo de outros herbicidas inibidores da enzima AHAS e avaliagdo dos
sistemas enzima-herbicida;

Construcdo e utilizacdo do modelo experimental do nanobiossensor proposto.
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