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RESUMO

Na sexta etgpa de reacdo da via do chiquimato, catdisada peda enzima 5-
enolpirwvilchiquimato-3-fostato  sintase (EPSPS), o fosfoenolpiruvato (PEP) reage com o
chiguimato-3-fosfato (S3P) formando o produto 5-endlpiruvilchiquimato-3-fostato (EPSP)
com liberacéo de fodfato inorganico. Como a rota do chiquimato esta ausente em animais,
mes é esencid para plantas e microorganismos, a enzima EPSPS tornovrse um avo
interessante para 0 desenvolvimento de herbicidas, fungicidas e bactericidas mais eficientes,
ambientamente mais seguros e econdmicos. O herbicida mais usado no mundo, o glifosato, é
uminibidor da EPSPS.

Estudos indicam que 0 mecanismo da sintese do EPSP € composto de uma etapa de
adicdo, que forma um intermedi&io tetraédrico (IT), seguida de uma etapa de eiminacéo.
Contudo, apesar de muito estudado, 0 mecanismo enzimético ainda ndo esta completamente
eClarecido porque resultados experimentais obtidos por diferentes grupos levam a conclusdes
contraditérias. Neste trabalho foi estudado 0 mecanismo da sintese do EPSP por métodos
tedricos. Inicidmente, foi redizada uma avdiagd do méodo semi-empirico PM3 para a
previsio do estado de protonacdo de residuos de higtidinas e lisnas em enzimas, por
comparacd0 com 0s estados de protonagdo obtidos por difracdo de néutrons. O método foi
entdo aplicado para prever os estados de protonacdo de lisinas e hidtidinas locdizadas no sitio
ativo da EPSPS. Foi congtruido um modelo da EPSPS de uma planta, Oryza sativa, gplicando
0 método de modelagem por homologia. Foram usadas a seqiiéncia primaria da EPSPS de O.
sativa e duas edruturas cristalogréficas da enzima de Escherichia coli, como moldes. Ap6s a
congtrucdo do moddlo, foram feitas smulagbes computacionais da etgpa de diminagcdo da
reacéo envolvendo todos os aminoécidos e moléculas de agua do sitio ativo, incluindo o efeito
do solvente. Os resultados permitem concluir que 0 mecanismo mas provavel para essa
reacd0 envolve a participacdo de um residuo de lisna (Lys432) como catdisador écido e de
um residuo de aspartato (Asp334), como catdisador bésico da etapa de diminacdo. Estudos
redizados com uma fodforilidrazona sintetizada por nosso grupo, e que gpresentou atividade
inibitoria para 0 crescimento de sementes, indicam que esse composto interagiria de modo

bastante favoravel com o sitio ativo da EPSPS de O. sativa.

Pdavras chaves EPSP dntase, cdculo semi-empirico, Oryza sativa, mecanismo de

diminacéo



ABSTRACT

In the sxth step of the shikimae pathway, catdyzed by 5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase (EPSPS), phosphoenolpyruvyl (PEP) reacts with shikimate-3- phosphate
(S3P) to produce 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP) and inorganic phosphate.
Because the shikimate pahway is absent in animds but is essentid for plants and
microrganisms, EPSPS is an interesting target for the development of efficient and safer
herbicides, fungicides and bactericides. The most used herbicide in the world, glyphosate, is
an EPSPS inhibitor.

Literature results indicate that the EPSPS-caidyzed mechanism is composed by an
addition step, which leads to a tetrahedrd intermediate (T1), followed by an diminaion Sep.
However, the enzymatic mechanism is not completedly understood, because experimentd data
obtained by different groups lead to conflicting results. In the present work, the EPSPS
caayzed reaction was dudied by theoreticd methods. Fird, an evduation of the
semiempirical method PM3 as a tool for the assgnment of protonation states of higidine and
lysne resdues in enzymes was implemented by comparison with neutron diffraction data
The method was then agpplied for the assgnment of lysne and hididine protonation dtetes in
EPSPS. Next, a modd of the EPSPS of a plant, Oryza sativa, was constructed by means of
homology modding. The modd was congtructed based on the primary sequence of O. sativa
EPSPS with two Escherichia coli EPSPS crydalographic sructures as templates. After
modd condruction, computational Smulations of the dimination sep were implemented with
dl active gte aminoacid resdues and water molecules, induding the solvent effect. The
results are indicative that the most probable mechanism for this reaction step involves the
participation of a lysne resdue (Lys432) as an acid cadys and dso of an aspartate resdue
(Asp334), as a badc cadys. Additiond studies with a phosphorylhydrazone synthesized by
our group, which presented inhibitory activity for seed development, are indicative that the
compound could interact very favorably with the O. sativa EPSPS active Ste.
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1- INTRODUCAO

As enzimas B0 mecromoléculas, com atividede dentro ou fora da céula,
fundamentais para 0 metabolismo porque cataisam reagbes que levaiam um tempo muito
grande para acontecer. Elas tém como funcéo baixar a energia de aivacdo de uma reacéo
quimica, resultando no aumento da velocidade da reacdo e posshilitando o metabolismo
adequado dos seres vivos.

As reagles quimicas do metabolismo catdisadas por enzimas sGo0 organizadas em vias
metabdlicas. Edtas vias metabdlicas sdo sequéncias de reagbes em que o produto de uma
reacao € o reagente da reacao seguinte.

Uma importante via metabdlica de plantas, fungos, bactérias e dgas € a via do &cido
chiquimico ou via do chiquimato, que foi descrita por Davis e Sprinson (DAVIS, 1953,
SPRINSON,1960). Esta rota biossintética é importante porque nela surgem compostos
aroméaticos através do metabolismo de carboidratos. A via do chiquimato € dividida em sete
elgpas principais, sendo cada etapa catdisada por uma enzima diferente. Os mecanismos de
reacd0 dessas etapas ainda ndo foram compl etamente elucidados.

Do ponto de visa prético, a sexta etgpa da via do chiquimato gpresenta grande
importéncia. Nesta etapa de reacdo, o fosfoenolpiruvato (PEP) reege com o chiquimato-3-
fosfato (S3P) formando o produto 5-endlpiruvilchiquimato-3-fostato (EPSP), com liberacéo
de fosfato inorganico. Esta etapa de reacdo € cataisada pela enzima 5-enolpiruvilchiquimato-
3-fostato dntase (EPSPS). Como a rota do chiquimato et ausente em animas, mas é
esencid para plantas e microorganismos, a enzima EPSPS tornou-se um advo interessante
paa o desenvolvimento de herbicidas, fungicides e bactericidas eficientes e também,
ambientalmente mais seguros. O produto comercia  N-(fosfonometil)glicina (glifosato) é o
composto aivo de vaias formulagbes herbicidas comerciais, que aua inibindo a enzima
EPSPS. A propriedade herbicida dessa substancia foi descoberta pela Monsanto em 1970 e a
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primera formulacdo comercid foi lancada nos Estados Unidos em 1974, com 0 nome
comercia de Roundup. Hoje, €a é utilizada em mais de 130 paises, incluindo o Brasl, sendo
aplicada para controle de plantas competidoras nas &eas agricolas, indudriais, florestais,
residencials e ambientes aquéticos, de acordo com os registros obtidos em cada pais.

Através do estudo do mecanismo de reacdo entre S3P e o PEP, um dos objetivos desse
trabalho é contribuir com a ducidacd do mecanismo de reacdo da sexta etgpa da via do
chiquimato. Conhecendo-se detalhes do mecanismo de reacdo, pretende-se fadilitar o
plangamento de novos inibidores para essa enzima. Esse estudo fol redizado inicamente
com a determinacdo dos estados de protonago de aguns aminoécidos bésicos Situados a 6 A
de distancia do intermedi&io tetraédrico da EPSPS. Essa parte do trabaho foi redizada
utilizando a edrutura crigdogréfica da EPSPS de Escherichia coli, obtida por raos-X,
depositada no “Protein Data Bank” com o codigo 1Q36.

A segunda parte desse trabaho fol a construcdo de um modelo da EPSPS de uma
espécie vegetd, Oryza sativa. Esse moddo homélogo foi congtruido através da sequéncia de
aminoacidos de O. sativa e da edtrutura cristalogréfica da EPSPS de E. Coli. Os resultados
obtidos com os estudos dos estados de protonacéo de alguns residuos basico da E. coli foram
utilizados na definicdo dos estados de protonacdo dos aminoacidos correspondentes desse
modelo. O modelo congruido foi utilizado para Smular possiveis mecanismos da etgpa de
eliminacd da reacdo entre 0 S3P e o PEP catdisado pea EPSPS de O. sativa. Nas
smulagbes, foi usado o méodo de orbitad molecular semi-empirico PM3 com efeito de
solvente. Os resultados foram andisados através de comparagbes de comprimentos de
ligacOes, densdade eetronica e andise do cdor de formacéo aravés de superficies e curvas

de energia potencial em funcéo das coordenadas de reacéo.

20



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
21. AVIA DO CHIQUIMATO

A via metabdlica do acido chiquimico ou chiquimato, descrita por Davis e Sprinson,
eda presente em plantas, fungos, bactérias e adgas. Usando rota biossntética, esses
organismos produzem compostos arométicos aravés do metabolismo de carboidratos
(DAVIS, 1953; SPRINSON,1960).

Os reagentes de patida dessa rota biossntética sfo a eitrose-4-fosfao e o
fosfoenalpiruvato, que sdo convertidos em corismao aravés de uma seqiéncia de reagdes
guimicas que $0 divididas em sete passos ou etapas principais (BENTLEY, 1990; ROBERTS
et al., 1998). Cada uma dessas etapas € catdisada por uma enzima diferente. A Figura 2.1
mostra um esquema smplificado davia do chiquimato.

A primera egpa da via do chiqumato é a reacdo da eritrose-4-fosfato com o
fofoenolpiruvato (PEP) formando o produto 3-desoxi- D-arabino- heptul osonato- 7-fosfato
com liberacéo de fosfato inorganico. Esta reacdo € catdisada pda enzima 3-desoxi-D-
arabino- heptul osonato- 7-fosfato sintase (DAHPS) (FLOSS et al., 1972).

A seguir, na segunda etgpa, 0 3-desoxi- D-arabino-heptulosonato- 7-fosfato  sofre um
processo de ciclizacdo liberando fosfato inorganico e formando o produto 3-desidroquinato,
catdisado pela enzima 3-desidroquinato sintase (BENDER et al., 1989).

Na terceira etapa, 0 3-desdroquinato sofre deddratacéo catdisada pea enzima 3-
desidroquinato sintase, formando o 3-desidrochiquimato (GOURLEY/, 1999).

Na quarta etapa, numa reacdo de redugdo, envolvendo uma molécula de NADPH,
catalisada pela enzima chiquimato desidrogenase, 0 3-desidrochiquimato forma o produto

chiquimato (BENACH et al. 2003).
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Na quinta etapa, um grupo fosfato é adicionado a posicdo 3 do chiquimato, formando
o chiquimato-3-fosfato, sob cadise da enzima chiquimato quinase (MORELL e SPRINSON,
1968).

Na sexta etapa, o chiquimato-3-fosfato (S3P) reage com uma segunda molécula de
fosfoenolpiruvato, formando o produto 5-endlpiruvilchiquimato-3-fosfato, reacéo catalisada
pda enzima 5-endpirwvil-chiquimato-3-fodfato sntase (EPSPS), com perda de fosfato
inorganico (LEWIS et al., 1999; JAKEMAN et al., 1998).

Na s&ima e Ultima etgpa, o 5-endlpirwvilchiquimeato-3-fosfato sofre uma reacdo,
catdisada pela enzima corismato sintase, formando o corismato e liberando fosfato inorganico

(BORNEMANN et al., 1996; OSBORNE et al., 2000; BORNEMANN et al., 2000).
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O corismato é precursor de isocorismato, prefenato e antranilato (DAHM, 1998; VAN
TEGELEN et al., 1999). O isocorimato € o precursor da biossintese de vitamina K. O
prefenato € o precursor na biossintese de fenildanina e tirosina A fenildanina e a trosna sfo
0S precursores na biossintese de fenilpropandides e dcadides isoquinolinicos,
respectivamente. O antranilato € o precursor na biossintese de triptofano e acadides

inddlicos. A Figura 2.2 mostra um esquema smplificado da biossintese de produtos obtidos a

partir do corismato.
COy CO,
. OH
CcO, cy co, ..
) ) Bl nt@e de
CH vitaminaK
(@) 2 o CH,
OH | socorismato
Corismato
Antranilato Prefenadio —— »  Fenildanina
v A\ A\
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v A\ A\
Alcaddidesinddlicos Alcddidesisoquinalinicos Fenilpropandides

Figura 2.2. Esquema simplificado da biossintese de produtos tendo como precursor o
corismato.

Como pode ser observado no esquema da Figura 2.2, a via do chiquimato é a rota
biossntética para obtencdo de triptofano, tirosna, fenildanina e vitamina K. Edes
aminodcidos e a vitamna K S0 essencias paa a <Sobrevivencia de plantas e
microorganismos. Como edta rota et ausente em animais, ela é um avo importante para o

desenvolvimento de agentes com propriedades herbicidas, fungicidas e bactericidas.
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2.2. A SEXTA ETAPA DA VIA DO CHIQUIMATO

A sexta etgpa da via do chiquimato, objeto deste estudo, € catalisada pela enzima
EPSPS. Na primeira proposta mecanistica para esta reagcéo, foram sugeridas duas etgpas, uma
adicdo e uma diminacdo. Nessa proposta, na etapa de adicdo, o S3P liga-se ao PEP, formando
um intermedidrio tetraédrico (IT) e a seguir, ocorre a formacdo do produto EPSP com
eliminacdo de fosfato inorganico (LEVIN e SPRINSO, 1964; BONDINELL et al., 1971).

Outra proposta sugere dois intermediarios, sendo um deles formado pelo PEP ligado a
um residuo de aminoécido da enzima, e o outro formado pelo S3P ligado a0 PEP e a um
residuo de aminocido da enzima (STUDELSKA et al., 1997). Estas duas propostas séo

apresentadas em detalhes nas proximas secOes.

2.2.1. COMPLEXOS PEP-ENZIMA E S3P-PEP-ENZIMA

A enzima UDP-N-acetilglicosamina enolpirwvil tranderase (MurA) é da mesma
familia da EPSPS e cadisa a reacéo entre o PEP e a UDP-N-acetilglicosamina (UNAG),
formando o produto enolpiruvil-UDP-N-acetilglicosamina  (EP-UNAG). O produto EP-
UNAG é o precursor de peptideoglicano, um polimero formador da parede celular de
bactérias. Zeme e Anwar isolaram um intermedi&io dessa reagd0 que propuseram como
sendo o complexo PEP-UNAG-enzima (ZEMELL e ANWAR, 1975). Como a enzima MurA
€ da mesma familia da EPSPS, foi sugerido que a reacéo entre o S3P e o PEP, catdisada pela
EPSPS, também formaria um intermedi&io semehante, condituido pelo complexo S3P-PEP-
enzima

Anton e colaboradores, em um trabdho onde fizeram reagir PEP e 45

didesoxichiquimato-3-fosfato (ddS3P) na presenca de solvente marcado com tritio, notaram
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gue o tritio se incorporava a0 PEP (ANTON et al., 1983). Isso foi interpretado como
indicativo de que um nudedfilo na enzima estava envolvido na caidise da formacéo da metila
a patir do metileno do PEP, permitindo a troca de &omos de hidrogénio (ou tritio) do
solvente, 0 que estava de acordo com a proposta de formacdo de um complexo PEP-enzima
(ANTON et al., 1983).

Baseado na interpretacdo de dados de RMN no estado sdlido, Studelska e
colaboradores propuseram um mecanismo para a reacdo entre o PEP e o S3P, catdisada pela
EPSPS, em que o produto EPSP é formado apGs quatro etapas, mostradas na Figura 2.3

(STUDELSKA et al., 1997).

erzima-X: - HOP03'2

- 2 o - -
OZC\H/OPOS ¥‘ enzima-X/m.YY/OPos'2 enzima X\n/co2
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Oz COy’ H
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AT S3P
-20 3P0\\“" Y O/KC H2 ; /(
OH

W

203P0" Y Y07 “CHg
OH
EPSP Intermedi&io 3

Figura 2.3. Esquema da reacdo entre o PEP e S3P, catalisada pela EPSPS, com
formacdo do complexo PEP-enzima e mais dois intermediarios
(STUDELSKA et al., 1997).

Entretanto, Jakeman e colaboradores argumentaram que o método usado por Studelska
e colaboradores ndo era capaz de determinar 0 caminho de uma reacdo enzimética porque 0s
supostos intermediarios identificados ndo se convertiam em produtos, sendo portanto arfetatos
resultantes das condicOes experimentais (JAKEMAN et al., 1998). Outros trabalhos né&o

haviam conseguido identificar a formacdo dos complexos S3P-PEP-enzima e PEP-enzima na
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presenca de ddS3P e indicaram que a enzima se liga a0 PEP apenas na auséncia do S3P
(BARLOW et al., 1989; REAM et al., 1992). Isso levou a concluséo de que ndo havia provas
sobre a formagdo desses complexos, enfraguecendo 0 mecanismo proposto por Anton e

colaboradores.

2.2.2. MECANISMO DE ADICAO-ELIMINACAO

A primera proposta mecanigica da reagcd0 que ocorre na sexta etapa da via do
chiguimato foi postulada por Levin e Sprinso (LEVIN e SPRINSO, 1964). Nesta a reacéo
entre 0 S3P e o0 PEP, catalisada pela EPSPS, ocorre via mecanismo de adicdo-eiminacéo. Na
etapa de adicdo, o &omo de oxigénio d fosfato causa polarizacdo, favorecendo a protonacdo
do carbono b do PEP. Este processo € associado a um atague nucleofilico da hidroxila ligada
a0 carbono 5 do S3P ao carbono a do PEP, levando a formacdo do IT. Na etapa de
eiminacdo, a metila do IT formaedo perde um proton e um grupo fosfato, restaurando a

ligagdo dupla. A Figura 2.4 mostra um esguema dessa proposta.

COy
COy
COy
_ + OPOZ>
-2 p N H 2
03 O H (@] OgPO CH2 o ---ulllCOZ'
£ 20,P0% Y o
OH 3 H CH4
PEP 2
S3P
OH 7
CO,
I
COy
L - + 2
-O/P\I“O
OH Zopo™ N Yo e,
OH
EPSP
Figura 2.4. Esquema da reacédo entre o S3P e o PEP catalisada pela EPSPS (LEVIN e
SPRINSO, 1964).
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A primera evidéncia experimentd que apoia a proposta de Levin e Sprinso (1964) é
uma reacéo entre S3P e PEP, em um meio com &gua deuterada, catdisada pela EPSPS isolada

de Salmonella, que ocorre segundo um processo de adicéo-diminacdo com formacdo de um
IT (BONDINELLI et al., 1971).

Grimshaw e colaboradores fizeram reagir S3P com PEP em &gua marcada com
deutério e tritio; S3P com PEP marcado com deutério e tritio em &gua; S3P com PEP marcado
com deutério e tritio, reactes catalisadas pela EPSPS de Aerobacter aerogenes (GRIMSHAW
et al., 1982; GRIMSHAW et al., 1984). Os resultados obtidos também apontam paraum I T.

A dupla ligacdo do PEP forma um plano mostrada na Figura 2.5. Se 0 S3P e o préton
gue e ligam ao PEP, para formar o IT, se goroximam pela mesma face desse plano, entéo a
adicdo € synperiplanar. Se 0 S3P e o préton se gproximam por faces opostas desse plano,
entdo a adicéo € antiperiplanar. Se a abstracéo do préton da metila e a saida do grupo fosfato
ocorrem na mesma face do plano do IT formando a EPSP, entdo a diminagcéo €

synperiplanar. Se ocorrerem em faces opostas entéo a eliminagdo € antiperiplanar.

/ / 1 /

Figura 25. Mostra uma adicdo synperiplanar na primera etapa e antiperiplanar na
segunda etapa

Hi ,,,..“\\OPOZ
synpei pI anar
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Foi mostrada que a etapa de adicdo tem estereoquimica oposta a etapa de eliminacéo.
Se a etgpa de adicdo é synperiplanar a diminagdo € antiperiplanar e vice-versa
(GRIMSHAW et al., 1982; GRIMSHAW et al., 1984).

Em uma reacd0 entre S3P com PEP, marcada com deutério e tritio, catalisada pela
EPSPS de Klebsiella pneumoniae mutante, os resultados também apontam para uma reacéo
segundo um processo de adicdo-diminacdo, com inversio de edtereoquimica (LEE at al,
1984). Outros trabalhos também andisaram a estereoquimica da reacéo entre o S3P e o PEP,
catalisada pela EPSPS, e as conclusdes gpontam para um processo de adicdo-eiminacdo com
inversdo de estereogimica (ASANO et al., 1985; LEES e WALSH, 1995; KIM et al., 1996;
AN et al., 2003; ESCHENBURG et at., 2003).

O IT foi isolado e sua estrutura confirmada em de estudos da reacéo entre o PEP e 0
S3P catalisada pela EPSPS de Escherichia coli (ANDERSON et al., 1988b, 1988c). A prova
inequivoca da formacdo do IT foi obtida com o trabalho de Eschenburg e colaboradores que,
através da mutacdo do residuo Asp313 da EPSPS de E. coli para uma danina, obtiveram a
edrutura por crigtaografia de raios-X, no momento de formagéo do IT (ESCHENBURG et
al., 2003). Essa edrutura experimental foi depositada no Protein Data Bank sob o cddigo
1Q36. A Figura 2.6 mostra um recorte dessa estrutura com 0s residuos de aminoacidos
Situados em uma distnciade at€ 6,5 A do IT.

Vigto que a mutacdo interrompe a reacd no momento da formacdo do IT, os autores
supBem que o residuo Asp313 atue como base na etapa de diminacéo, desprotonando o C3 do
fragmento PEP do IT.

Neste caso, a0 se observar a posicao relativa do residuo Asp313 e do grupo fosfato do
fragmento PEP, os autores concluem que a estereoquimica da diminacdo deve ser anti-

periplanar (ESCHENBURG et al., 2003). Como as etapas de adicdo e diminacdo deste
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MecanisSmo ocorrem com uma inversio de estereoquimica, os autores concluiram também que

a etapa de adicdo deve ser synperiplanar (ESCHENBURG et al., 2003).

W ARTEEEEA

i TS411A

i
! AREIA4A

NZZE A

Figura 26. Edrutura do sitio ativo da mutante Asp3l3Ala da EPSPS de E. coli
coplexada ao I T, obtida por cristalografia de raios-X (ESCHENBURG et al.,
2003). Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza e as
cores vermeha, azul, cinza e amarela correspondem aos atomos de

oxigénio, nitrogénios, carbono e fosfor o, respectivamente.
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2.3.INTERACAO DO GLIFOSATO COM O SITIO ATIVO DA EPSPS

Como a rota do chiquimato edta ausente em animas, eda via biossintética tornou-se
um avo importante para 0 desenvolvimento de novos compostos com acdo fungicida,
bactericida e herbicida. Egta idéa também foi fortemente apoiada pela descoberta de que o
composto glifosato (N-(fosfonometil)glicing) (Figura 2.7) inibe a enzima EPSPS, impedindo a
formacdo do corismato (KISHORE e SHAH, 1988). Sem a formagdo do corismato, a
biossintese dos compostos aomaticos € interompida, provocando a morte dos

microorgani Smos patogénicos e das plantas daninhas.

‘0,C H\CB/H PO,
2N >~ 3

Figura 2.7. Estrutura do glifosato (N-(fosfonometil)glicina)

O ¢glifosato € largamente utilizado na agricultura como herbicidaa O composto €
aplicado nas folhas da planta e é conduzido, via floema, para as raizes e rizomas. As plantas
tratadas com glifosato morrem em poucos dias ou semanas e, devido ao dedocamento via
floema, nenhuma parte da planta sobrevive (GLASS, 1984; COUTINHO e MAZO, 2005).

A edtrutura do complexo ternario da EPSPS de E. coli com 0 S3P e o glifosato, obtido
por crigalografia de raios-X, onde se observa que o glifosato ocupa o sitio do PEP, esta
depositado no PDB sob 0 codigo 1G6S (SCHONBRUNN et al., 2001). A Figura 2.8 mostra
um recorte da estrutura cristalogréfica 1G6S com os aminoécidos com pelo menos um &omo

aumadistanciade 6 A do S3P e do glifosato.
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Figura 2.8. Recorte da estrutura cristalogréfica 1G6S mostrando os aminoacidos mais
proximos do S3P e do glifosato (SCHONBRUNN et al., 2001). Os
hidrogénios foram omitidos para maior clareza e as cores vermeha, azul,
cinza e amarela mostram, respectivamente, atomos de oxigénio, nitrogénio,
carbono efosforo.

Através da andlise dessa edtrutura cristalogréfica, foi concluido que deve haver forte
interacdo entre os aomos de oxigénio do grupo fosfato, do glifosato, e os residuos de
aminoécido Lys22, GIn171, Arg124, Gly96, Asn94 e Lys411 (SCHONBRUNN et al., 2001).

Também, devido a proximidade, conclui-se que 0 &omo de nitrogénio do glifosato
deve interagir fortemente com o residuo Glu341 e com o &omo de oxigénio ligado ao carbono
C5 do S3P, enquanto o grupo carboxilato do glifosato deve interagir com os &omos de
nitrogénio dos residuos Arg344 e Arg386. Através da edrutura crigalogréfica, também foi

concluido que o grupo fosfato ligado ao carbono C3 do S3P interage com os residuos de
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aminoécidos Lys340, Asn386, Ser197, Serl69 e Serl70, enquanto o grupo carboxilato ligado
ao carbono C1 do S3P interage com aArg27 e a Ser23 (SCHONBRUNN et al., 2001).

Devido a0 fato do glifosato ocupar a posicéo do PEP na enzima e do oxigénio ligado
a0 carbono C5 do S3P interagir fortemente com o a&omo de nitrogénio do glifosato, foi
concluido que o glifosato compete com o PEP para inibir a enzima (SCHONBRUNN et al.,

2001).

2.4. PROPOSTAS RECENTES SOBRE O MECANISMO DE REACAO ENTRE O S3P
E O PEP CATALISADA PELA EPSPS

Apoiadas em experimentos, algumas propostas da dinamica de reacdo entre o S3P e o
PEP catdlisada pela EPSPS tém sido agpresentadas e defendidas. As propostas mais recentes
sobre esse mecanismo de reagdo gpresentam argumentos bastante plausivels,  entretanto,
aguns deles se contrgpdem em aguns pontos.

O ponto comum dessas propostas € que a reacdo se processa em duas etapas, adicéo
com formacéo de um IT e eiminacd com formacdo de EPSP e fosfato inorganico, sendo que
h& uma inversdo de estereoquimica entre estas duas etapas. Os pontos que se contrapdem sao
aqueles que definem os residuos de amino&cidos que atuam em cada etapa e a estereoquimica
gue ocorre primeiro.

S80 gpresentadas, agora, as quatro propostas que surgiram nos Ultimos anos, sobre a
reacao entre 0 S3P e o PEP catalisada pela EPSPS, originadas de experimentos com marcacao
isotépica (GRIMSHAW et al., 1982; GRIMSHAW et al., 1984; LEE et al., 1984), cinética de
reagOes, isolamento do IT (ANDERSON et al., 1988b, 1988c), obtencdo da estrutura
crigtaogréfica da EPSPS contendo o S3P e o glifosato (SCHONBRUNN et al., 2001), andlise
de particdo (MIZYED et al., 2003) e da obtencdo da estrutura cristalogréfica da EPSPS no

momento de formacdo do IT (ESCHENBURG et al., 2003).
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Sad aqpresentada inicidmente a  proposta de  Schonbrunn e  colaboradores
(SCHONBRUNN et al., 2003) que serd chamada de proposta de mecanismo 1. Nessa
proposta, os residuos Glu34l e Asp334 atuam como catdisadores na etapa de adicdo,
enquanto Lys22 aua na etgpa de eiminacéo. A seguir gpresentaremos a proposta formulada
por Mizyed e colaboradores (MIZYED et al., 2003), a proposta de mecanismo 2. Nesta
proposta, 0 residuo Lys22 atua como base e Glu34l atua como &cido na etapa de adicao,
enquanto na etapa de diminagdo a Lys22 atua como acido e o Glu341 atua como base. A
proposta de mecanismo 3 foi formulada por An e colaboradores (AN et al., 2003); nessa
proposta, o residuo Glu341 atua como &cido e Asp334 atua como base na etapa de adicdo. Na
elgpa de diminacd ocorre um processo caditico interno, chamado de auto-catdise. A
proposta de mecanismo 4 foi formulada por Eschenburg e colaboradores (ESCHENBURG et
al., 2003). Nessa proposta, 0 residuo Lys22 atua como &cido e base na etapa de adicéo

enquanto o Agp334 atua como base na etapa de €liminaco.

2.4.1. PROPOSTA DE MECANISMO 1

A edtrutura da EPSPS de E. coli em complexo com 0 S3P e o glifosato, obtida por
crigdografia de raosX, foi usada para propor os residuos de aminoacidos que
provavelmente interagem com o IT (SCHONBRUNN et a., 2001). Pda andise da estrutura
(Figura 2.7), foi sugerido que, na etapa de adicdo, Glu34l (forma neutra) poderia atuar como
doador de préton para o grupo CH, da ligagdo dupla do PEP, formando um carbocétion no
carbono C2 do fragmento PEP e que Asp313 atuaria como aceptor de proton da hidroxila do
carbono C5 do S3P. A seguir, 0 oxigénio desprotonado do S3P se ligaria a0 carbocétion do

PEP, formando o IT. Foi sugerido também que, na etgpa de diminacdo, o residuo Lys22
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atuaria como a base que abstrai um préton da metila do fragmento de PEP do IT, liberando o
grupo fosfato e formando a ligago dupla do produto EPSP (SCHONBRUNN et al., 2001). A

Figura 29 mostra um esquema do mecanismo dessa proposta de reacéo catdisada pela

EPSPS.
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Glu341-H
\ OPO3* OPO;2 :
3 CO,
HZH — ch_@
PP CO, CO, ©PO,?
co, _ . P0PO" Y o/;l‘coz‘
GO OH HaQ)
@\ Lys22” I
-2 W . "
OsPO™ ¥ Loh 204P0" Y YO ]
s3p OH OH
Asp313
CO,
OLL:
PO™ + “20,p0" Y~ 07 “co,
OH
EPSP

Figura 29 Mecanismo da reacdo entre o S3P e o PEP catalisada pela EPSPS, segundo
proposto por Schonbrunn e colaboradores (SCHONBRUNN et al., 2001).

Foi mostrado que a participacdo de Glu341 como é&cido e de Asp313 como base, na
etapa de adicdo, definiria uma estereoquimica antiperiplanar para essa etapa, enquanto que a
posicdo do residuo Lys22, atuando como base na etapa de eliminacéo, em relacdo ao grupo de
saida fosfato definiria uma estereoquimica synperiplanar de diminagio (SCHONBRUNN et
al., 2001). Esse resultado concorda com a inversio de estereogimica sugerida, por outros
autores (GRIMSHAW et al., 1982; GRIMSHAW et al., 1984; LEE et al, 1984; ASANO et
al., 1985; LEES e WAL SH, 1995), para esta reacao.
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2.4.2. PROPOSTA DE MECANISMO 2

Um estudo da dividade de EPSPS de E. coli, envolvendo 18 mutagfes em 14 residuos
do dtio divo, foi redizado com objetivo de determinar quais residuos auariam
preferencidmente na etapa de adicéo ou de eiminacdo (MIZYED et al., 2003). Os resultados
indicaram que nenhum dos residuos de aminoécidos participaria de apenas uma das etapas do
mecanismo. Segundo os autores, 0s resultados também mostraram evidéncias de que apenas
Lys22 e Glu34l edaiam corretamente locdizados no sSitio ativo, embora varios outros
residuos teriam participacdo na estabilizacdo do estado de transicéo (catdlise de conjunto).

Os autores propuseram que na etapa de adicéo, Lys22 atuaria como a base que abgtrai
um préton do oxigénio ligado ao C5 do S3P e Glu341 (forma neutra) atuaria como um é&cido
que cede um préton para o C3 do PEP. Na etgpa de diminacdo, Glu341 desprotonado
abgtrairia um proton do carbono da metila do IT, enquanto Lys22 protonaria o grupo fosfato,
facilitando sua saida e levando a formagdo do produto EPSP. A Figura 2.10 mostra um
esquema desse mecanismo de reacéo entre 0 S3P e o PEP catdisado pea EPSPS (MIZYED et

al., 2003).
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Figura 2.10 Esqguema da proposta de Mizyed e colaboradores para a reacdo entre o S3P
e 0 PEP catalisado pela EPSPS (MIZYED et al., 2003).

2.4.3. PROPOSTA DE MECANISMO 3 (AUTO-CATALISE)

A partir de experiéncias com sintese de R e S com subdtituintes haogenados no
carbono 3 do fragmento do PEP do IT, foi sugerido que a reagcéo entre o S3P e o PEP,
catalisada pela EPSPS, leva a formacéo de um IT com configuracdo S (AN et al., 2003). Estes
resultados em conjunto com os dados da estrutura cristalogréfica do complexo formado entre
0 EPSPS, S3P e glifosato (SCHONBRUNN et al, 2001), reforgaram a idéia de que Glu34l
seria 0 &cido que doa um proton ao C3 do PEP e que Asp313 seria a base que abstra um
préton do oxigénio ligado a0 C5 do S3P, catdisando a formacdo do IT em um processo
antiperiplanar. Foi observado também, que embora Glu34l estga em mehor posicéo,

relativa aos outros residuos, para abstrair um préton da metila do fragmento do PEP, seu
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carboxilato est orientado cerca de 90° da ligaggo C-OPOs% a ser quebrada na etapa de
eliminacdo, que deveria ocorrer com estereoquimica synperiplanar. Foi sugerido, por An e
colaboradores (AN et al., 2003), que para dinhar o IT e o residuo Glu341 na etapa diminagéo
seria necessaio uma drégtica e, provavelmente, impossivel reorganizacdo do complexo IT-
enzima. Foi sugerido entdo, por esses autores, que a base em uma posicdo mais favoravel para
remover um a@omo de hidrogénio da metila, seria um &omo de oxigénio do préprio grupo do
fodfato, em um processo de diminacdo synperiplanar intramolecular (AN et al., 2003). A

Figura 2.11 mostra um esguema com essa proposta de reacao.
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Figura 2.11 Esquema da proposta de An e colaboradores para a reacdo entre o S3P e 0
PEP catalisada pela EPSPS (AN et al., 2003).

O processo de auto-catdise do fosfato também foi sugerido em outras propostas de
mecanismos de reagdes cataisadas por enzimas (WIDLANSKI et al., 1989; SKARZYNSKI
et al., 1998). Os resultados obtidos por An e colaboradores, para a etapa de adicdo, foram
semelhantes as conclusdes de Schonbrunn e colaboradores. Entretanto, a auto-catdise foi uma

nova proposta para a etgpa de eiminagdo do mecanismo de reacéo.
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2.4.4. PROPOSTA DE MECANISMO 4

Conforme apresentado no item 2.2.2, a mutacdo Asp313Ala no sitio ativo da EPSPS
de E.coli tornou possivel obter a estrutura cristaogréfica dessa enzima, por difracdo de
técnicas de raios-X, no momento de formacdo do IT e identificar os aminoacidos que podem
atuar como catalisadores da reagéo entre o S3P e o PEP (ESCHENBURG et al., 2003) (Figura
2.6).

Como apo6s a mutacdo de Asp313 ainda se forma o IT, mas a etgpa de eiminacéo é
interrompida, foi concluido que ese residuo ndo participa da etgpa de adicdo, mas
desempenha um papel fundamental na etgpa de diminacdo (ESCHENBURG et al., 2003).
Esse resultado foi surpreendente por causa da distancia relativamente grande entre Ap313 e a
metila (C3') do IT. Foi proposto entdo que o residuo Asp313 atuaria como a base abstraindo
primeiro um préton do &omo de oxigénio ligado ao &omo C4 do IT (Figura 2.12). A seguir, 0
aomo de oxigénio desprotonado abstrairia um préton ligado a C3', provocando a saida do
fosfato e, consequentemente, levando a formacdo da ligacdo dupla e ao produto EPSP, por um

processo de eliminagéo antiperiplanar (ESCHENBURG et al., 2003).

Figura 2.12. Descricdo da participacdo do residuo Asp313 na etapa de eliminacao,
atuando como base indireta por um processo  antiperiplanar

(ESCHENBURG et al., 2003)
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Os dados crigalogréficos sugerem um processo de eiminacdo com estereoquimica
antiperiplana. Entdo o processo de adicdo deve ocorrer com estereoquimica synperiplana.
Segundo os autores, o residuo Lys22 é o Unico que ocuparia uma posicdo favoravel a uma
reacdo através de um processo com estereoquimica synperiplana na etapa de adicéo. Por isso,
foi sugerido que este residuo paticiparia na transferéncia dos dois prétons nessa etapa.
Primeiro, Lys22 abgtrairia um préton da hidroxila ligada ao C5 do S3P e depois cederia um
préton para o C3 do PEP, facilitando a ligacéo entre o oxigénio ligado ao C5 do S3P com o
C2 do PEP eformando o IT (ESCHENBURG et al., 2003).

A Figura 2.13 mostra um esquema das duas etapas dessa proposta de reacdo entre o

S3P e o PEP.
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Figura 2.13. Proposta de Eschenburg e colaboradores para a reacéo entre o S3P e o PEP
catalisado pela EPSPS (ESCHENBURG et al., 2003).
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2.5. COMPARACAO DOSMECANISMOS PROPOSTOS

A revisio bibliografica do mecanismo de reacdo entre 0 S3P e o PEP, catdisado pela
EPSPS, mostra que as propostas para esse mecanismo de reagdo apresentam contradicoes
guando se trata da base e do &cido que atuam nas etapas de adicdo e diminacdo. A Tabela 2.1
mostra 0os aminoacidos que, segundo cada proposta, atua nas etapas de adicdo e eliminacdo.

Para uma melhor compreencao as propostas séo chamadasde 1, 2, 3 e 4.

Tabela 2. 1 Propostas para a reagdo entre o S3P e o PEP com os respectivos
aminoacidos que atuam nas etapas de adicdo e eliminacdo

Proposta adicdo diminacéo
1 Base Asp313 Base Lys?22
Acido Glu341
2 Base Lys22 Base Glu341
Acido Glu341 Acido Lys22
3 Base As313 Auto-catdise
Acido Glu341
4 Base Lys22 Base Agp313
Acido Lys22

A proposta de mecanismo para a etapa de adicdo entre 0 S3P e o PEP catdisado pela
EPSPS sugerida por An e colaboradores (proposta 3) € idéntica a proposta de Schénbrunn e
colaboradores (proposta 1). A diferenca esta na etgpa de eiminacdo, na qua Schonbrunn e
colaboradores (proposta 1) propdem que o residuo Lys22 atue como base, abstraindo um
hidrogénio da metila do IT, enquanto An e colaboradores (proposta 3) Sugerem que O
hidrogénio da metila é abstraido por um oxigénio do grupo fosfato em um processo de auto-
catdise.

A proposta de Mizyed e colaboradores (proposta 2) para a etapa de adicdo sugere que

0 &cido que cede um préton para o PEP € o residuo Glu341, concordando com 0s grupos de
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An e colaboradores(proposta 3) e Schonbrunn e colaboradores (proposta 1). Entretanto,
Mizyed sugere que a base que abstrai 0 hidrogénio da hidroxila, ligada a0 C5 do S3P, nessa
mesma etapa, € Lys22 e que a base que abstrai um préton da metila na etapa de diminacéo é
Glu341, discordando dos grupos de Schénbrunn e An.

A proposta do grupo de Eschenburg (proposta 4) sugere que Lys22 é a base que abtrai
um préton da hidroxila ligada a0 C5 do S3P na etgpa de adicdo, concordando nesse ponto
apenas com a proposta de Mizyed e colaboradores (proposta 2). A proposta do grupo de
Eschenburg (proposta 4) também sugere que Lys22 também atua como &cido na etgpa de
adicéo e que Asp313 atua como base na etgpa de diminacdo, discordando de todas as outras
propostas. Essa proposta também requer uma estereoquimica synperiplanar para a etapa de
adicdo e antiperiplanar para a de diminacdo, discordando das outras propostas para esse

mecanismo.
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3. OBJETIVOS

A revisdo bibliogréfica do mecanismo de reacdo entre o S3P e o PEP catalisado peda
EPSPS, mostrou que o0s estudos experimentais usando técnicas de marcacdo isotopica,
mutacOes gtio-dirigidas, andise cinética de reagbes e isolamento de intermediaios permitiu
avangos na ducidacdo do mecanismo dessa reagdn. Esses estudos permitem concluir que a
reacd0 ocorre em duas etapas, sendo a primeira de adicdo e a segunda de eiminacdo, com
uma inversio de estereoquimica entre eas. Entretanto permanecem ainda em aberto pontos
condderados fundamentais para o entendimento desse mecanismo de reacdo, tais como, qua
edereoquimica ocorre primeiro;  synperiplanar ou antiperiplanar? Quais aminoécidos
participam das etgpas de adicdo ou diminagdo? As respostas contraditdrias a essas perguntas,
acancadas pela interpretacdo de dados obtidos com diferentes técnicas experimentais,
mostram que esse mecanismo de reacdo ainda ndo é completamente conhecido, necessitando
de estudos utilizando outras técnicas que complementem o seu entendimento.

Para se acancar ese objetivo, serdo exploradas neste estudo técnicas de modelagem
molecular. Utilizando as edruturas crigtdogréficas obtidas aravés de raos-X, seréo
redlizadas smulagdes do mecanismo de reacéo entre o S3P e 0 PEP, catdisado pela EPSPS,
buscando acrescentar novos conhecimentos aos ja existentes e proporcionar avangos na
elucidacéo desse mecanismo. Este estudo serd concentrado na segunda etgpa do mecanismo,
iso € na etgpa de diminacdo. Para a modelagem adequada desse sstema, é necessaio um
método quantico para avdiacdo da quebra e formacdo de ligagBes quimicas, mas que a0
mesmo tempo sga rgpido o suficiente para permitir cdculos de edtruturas com um ndmero
eevado de &omos, incluindo o efeito do solvente. Nesse contexto, temos 0s seguintes
objetivos, utilizando o méodo de orbital molecular semi-empirico:

1- Determinar 0s edtados de protonacd mais provaveis de residuos de

aminoécidos do sitio ativo da enzima EPSPS.
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Edudar, através de smulagbes computacionais, incluindo o €feito do
solvente, os mecanismos de reacdo entre 0 S3P e 0 PEP catdisado pela
enzima EPSPS de uma planta, usando como enzima um modelo de Oryza
sativa. O uso de uma enzima de O. sativa para esta etapa se deveu ao
interesse de se compreender 0 mecanismo de acdo da EPSPS de uma
epécie vegetal representativa, vito que a principa aplicacdo para a
inibicdo desta enzima € o0 controle de plantas competidoras. Além da
presenca explicita de moléculas de &ua, o efeito do solvente foi incluido
porque varios residuos e o préprio IT tém um nimero elevado de cargas e 0
mecanismo deve ser fortemente influenciado pela condtante didétrica do
meio.

Utilizar os conhecimentos adquiridos, neste trabaho e em trabahos
anteriores, para avadiar 0s possiveis mecanismos de acdo de novos
compostos  Sintetizados por nosso grupo (NOGUEIRA, 2007) como

inibidores propostos para a enzima EPSPS.



4. METODOLOGIA

4.1. CONSIDERACOES GERAIS

A subdtituicBo do aminoacido Asp313 por uma danina, na enzima EPSP sintase de E.
coli, permitiu a obtencéo por crigalografia de raos-X da estrutura dessa enzima no momento
de formacdo do intermedi&rio tetragdrico da reacéo entre o PEP e o S3P (ESCHENBURG et
al., 2003).

Para redlizar 0 estudo do mecanismo de reacdo entre o S3P e 0 PEP, catalisado pela
enzima EPSPS de O. sativa, aravés de smulacBes computacionais, € necessxria a estrutura
tridimensona da enzima. Como edta edrutura ndo edta disponivel na literatura, foi congruido
um modeo por homologia patindo-se da sequéncia priméria da EPSPS de O. sativa,
depositada no sitio do Swiss Prot com o cddigo Q93VK6, e da estrutura cristalogréfica da
EPSPS de E. coli que esta depositada no sitio do Protein Data Bank (PDB) com o codigo
1Q36 (ESCHENBURG et al., 2003). Assim como a edtrutura cristaogréfica da EPSPS de E.
coli, a estrutura modelada ndo contém os hidrogénios e esses precisam ser adicionados para o
estudo do mecanismo da reacdo. Uma dificuldade que surge para se adicionar os aomos de
hidrogénio € que alguns aminoacidos basicos podem estar protonados ou ndo. Por isso, ha a
necessidade de se avdiar os possivels estados de protonacdo de alguns aminoécidos do sitio
ativo da edrutura crigalogréfica, antes da condrucdo do moddo find e das sSmulagbes

computacionais do mecanismo de reacao.
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4.2.VALIDACAO DO METODO PM3 PARA ESTUDAR OSESTADOS DE
PROTONACAO EM ENZIMAS

A escolha do método mais adequado para avdiar os estados de protonacdo de alguns
residuos basicos da EPSPS de E. coli foi baseada, em um primeiro momento, no estudo de um
complexo formado entre metilamina e metlfofao como um moddo dmples paa as
interacbes entre um residuo de lisna e um grupo fosfaio do intermedi&io tetragdrico. As
geometrias foram otimizadas com méodos semi-empiricos e ab initio. Foi utilizado o
programa Mopac 6.0 para os cdculos semi-empiricos com os hamiltonianos AM1 (DEWAR
et al., 1985) e PM3 (STEWART et al., 1989). Para os caculos ab initio foi usado o programa
Spartan'02 (Wavefunction, Inc) com o méodo de cdculo HF/6-311+G. A edrutura de
energia mais baixa obtida com o mé&odo AM1 mostrou uma conformagdo bifurcada com cada
aomo de hidrogénio do grupo amino da metilamina fazendo uma ligagdo hidrogénio com um
oxigénio do metilfosfato. Esse resultado ndo concordou com o obtido com 0 méodo ab initio,
0 qua contém apenas uma ligacdo hidrogénio, mais curta, entre os grupos amino e fosfato.
Quando as geometrias obtidas com os méodos ab initio e PM3 foram comparadas, observou
e edruturas Smilares. Esse resultado esta de acordo com registros da literatura, onde se
demongtrou que o PM3 é o méodo semi-empirico mais adequado para prever as geometrias
de véios tipos de ligagdes de hidrogénio intermoleculares (SCHRODER et al., 1991;
ZHENG e MERZ., 1992; JUREMA e SHIELDS.,, 1993; LIVELY et al., 1994).

Um teste para avadiar a eficiéncia do méodo PM3 (STEWART., 1989) na previsio de
estados de protonacdo de aminoacidos bésicos, em proteinas, foi redizado comparando-se
resultados obtidos com esse méodo semi-empirico com dados de difracdo de néutrons das
proteinas D-xilose isomerase, com resolucdo de 2,2 A, e b-tripsing, com resolucéio de 1,8 A,
depositadas no Protein Data Bank com os codigos 2GVE (KATZ et al., 2006) e INTP

(KOSSIAKOFF, 1984), respectivamente. A técnica de espdhamento de néutrons é um
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méodo que permite localizar a&omos de hidrogénio pela introducdo de deutério na proteing,
identificando-se quais aomos de hidrogénio sdo trocados por deutério e a extensio da troca.
Os dados da difracio de néutrons, em uma resolucdo proxima de ~2 A, permitem a definicio
da posicéo dos aomos de hidrogénio em uma proteina.

Nessa parte do trabaho, trés arquivos de entrada para os cdculos foram congtruidos a
partir das estruturas 2GVE e INTP, utilizando-se o programa Rasmol 2.6 ( SAYLE., 1993).
Um dos arquivos de entrada foi construido selecionando-se o residuo de Lysl149 da D-xilose
isomerase, e os residuos de aminoécidos e as moléculas de agua em contato direto com esse
aminoécido. Os outros dois arquivos foram congtruidos a partir de dois residuos de higtidina
da b-tripsna, His57 e His40, sdecionando-se os residuos de aminoécidos e as moléculas de
&gua em contato direto com esses aminoacidos.

Para a transformacdo de coordenadas dos arquivos de dados foi utilizado o programa
Babd 1.6 (WALTERS e STAHL., 1992). Nos cdculos foi utilizado o programa Maopac 6.0

com o méodo PM3.

4.3. AVAL IAQAO DOSESTADOS DE,PROTONAQAO DOSRESIDUOSDE
AMINOACIDOSBASICOSDO SITIO ATIVO

Para avdiar os estados de protonacéo dos residuos de aminoacidos bésicos do sitio ativo
foi usada a edrutura crigaogréfica da enzima EPSPS de Escherichia coli, obtida através de
raos-X (ESCHENBURG et al., 2003). Com o programa Rasmol 2.7, foram selecionados os
aminoacidos dessa enzima e as moléculas de agua (0ito) com ao menos um &omo Stuado em
uma esfera de 6 A a0 redor do intermedi&io da reacio. Os aminoécidos selecionados foram:
Lys22, Ser23, Val24, Arg27, Asp49, Asn94, Alads, Gly9e, Thro7, Alad8, Argl00, Met121,
Argl24, Vai168, Serl69, Serl70, GInl71, Thrl74, Va196, Ser197, Tyr200, 11€203, Thr204,
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Pro312, Ala313, Met316, Asn336, Lys340, Glu34l, Arg344, Asp384, His385, Arg386,
LysA11 e Thr412. ApGs a selecéo dos aminoécidos e moléculas de agua, foi usado o programa
Babel 1.6 para adicionar os &omos de hidrogénio e para conversdo de coordenadas. Os
amino&cidos e moléculas de agua com seus respectivos hidrogénios somaram cerca de 650
aomos. Nessa estrutura, ha quatro residuos de aminoécidos basicos, His385, Lys22, Lys340 e
Lys411. Permutando os estados de protonacdo desses quatro residuos de aminoacidos, foram
obtidas 16 estruturas. As edtruturas foram otimizadas com o programa Mopac2002 (Fujitsu,
Ltd.), utilizando-se 0 méodo semi-empirico PM3 (STEWART, 1989). Para incluir o efeito de
dgua na minimizag3o das estruturas foi usado o método COSMO KLAMT e SCHUUMANN,
1993). Como os modeos tinham véias centenas de &omos, foi usado o método de
escdonamento linear Mozyme (STEWART, 1996), que reduz dgnificativamente o tempo de
cdculo pelo uso de orbitais moleculares locdizados, cujo nimero foi gustado @m a paavra
chave NLMO (Number of Localized Molecular Orbitals) conforme a necessdade. Foi usado
como método de busca de minimos de energia a rotina EF (Eingenvector Following). A

norma de gradiente foi de 5,0 kcal/(A ou rad).
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4.4. CONSTRUCAO DO MODEL O DA ENZIMA EPSPS DE Oryza sativa

Para avdiar 0 mecanismo de inibicdo da EPSPS, foi condruido um modeo por
homologia a partir da seqiiéncia de aminoécidos da enzima de O. sativa, depositada no sitio
Swiss Prot com o codigo Q93VK6, e de duas estrutura crisdogréficas da EPSPS de E. cali,
depositadas no sitio do Protein Data Bank sob os codigos 1X8R (PRIESTMAN et al., 2005) e
1G6S (SCHOBRUNN et al., 2001). A edrutura cristalogréfica 1X8R tem como ligante o
andogo S-fosfonato do IT da EPSPS, enquanto na edtrutura 1G6S o ligante € um complexo
formado pelo S3P e o herbicida glifosato. O molde da seqiiéncia priméria foi encontrado com
a feramenta Blag (Basc Locd Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990), que
procura 0 molde mais apropriado para 0 servidor Swiss-Mode (SCHWEDE et al., 2003;
GUEX., 1997., PEITSH., 1995) construir 0 modelo. Apods a selecdo dos moldes, o modelo 3D
fol congtruido com o modo de primeira gproximacdo do Swiss-Modd, incluindo geracdo do
modelo com ProMod e minimizagédo de energia com o campo de forga GROMOS9%6 (VAN
GUNSTEREN et al., 1996). Os moldes apresentam uma identidade de 554% com a
segiiéncia priméia de O. sativa e tém excdente resolugdo (1.5 A). A este modelo foram
adicionadas as coordenadas do IT e das moléculas de agua conforme determinadas na
edrutura cristalogréfica 1Q36. Para tornar viavel 0 uso de cdculos quanticos, foi redizada
uma salecdo, utilizando o software Rasmol 2.6 (SAYLE, 1993), de todos os aminoécidos com
a0 menos um &omo locdizado em um raio de 6,5 A a partir do IT. No interior da esfera
selecionada, através deste recorte, ficaram o IT e 38 residuos de aminoécidos (Lys26, Ser27,
Leu28, Asn30, Arg3l, Asp53, Asnl02, Alal03, Gly104, Thrl05, Alal06, Argl08, Met131,
Argl34, 11e180, Serl181, Serl82, GInl183, Tyrl84, Serl86, 11e208, Ser209, Tyr212, Va213,
Met215, Thr216, Asn330, Pro333, Asp334, Ser357, Va360, Lys361, Glu362, Arg365,

Aspd05, Argd07, LysA32 e Thr433), dém de oito moléculas de &gua. Apds a sdecdo, os
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repectivos &omos de hidrogénio foram adicionados com o programa Babel 1.6 (WALTERS
E STAHL, 1996), sendo que agumas correcies nos estados de protonacdo de alguns residuos
de aminoacidos foram feitas, apds cuidadosa inspecdo visud. O modeo, aravés do qud foi

avdiado o mecanismo de reacdo entre o S3P e 0 PEP catalisado pela EPSPS de O. sativa €

mostrado na Figura4.1.

Figura 4.1. Recorte do modelo de homologia obtido a partir da sequéncia de
aminoacidos da EPSPS de Oryza sativa, contendo o intermediario
tetraédrico (em amarelo). Atomos de H foram omitidos para maior
clareza. Atomos de C: verde; atomos de O: vermelho; &tomosde N: azul.
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4.5. METODOL OGIA DE AVALIACAO DO MECANISMO DE REACAO ENTRE O
S3P E O PEP CATALISADA PELA EPSPSDE ORYZA SATIVA

Os mesmos procedimentos de cdculo descritos no item 4.3 foram em gerd adotados
nesta etgpa do trabaho. O modelo de homologia congtruido conforme relatado no item
anterior corresponde a enzima EPSPS no momento de formacdo do IT. Foi observada a regido
do sitio ativo com o objetivo de identificar quais residuos de aminoécidos poderiam atuar
como base ou &cido nas etapas de adicdo e diminagdo, levando a formagéo dos produtos. Os
residuos Lys432, Glu362 e Asp334 estéo locadizados no sitio ativo em uma posicdo que oS
tornam candidatos a desempenhar o papel cataitico na etapa de eliminacéo.

Quando foi comparada a posicdo dos residuos do modelo de enzima EPSPS de O.
sativa, com aqueles da estrutura cristalogréfica do EPSPS de E. coli, foi constatado que os
residuos Glu362, Asp334, e LysA32 correspondem, respectivamente, aos residuos Glu34l,
Asp313 e Lys411.

A possibilidade de GIu362 atuar como base, na etapa de eiminacdo, concorda com a
proposta de Mizyed e colaboradores (MIZYED et al., 2003). Por outro lado, foi observado
que Asp334 ocupa uma posicao favordvel para abstrar um préton da hidroxila ligada ao
carbono 4 do fragmento do IT. O oxigénio da hidroxila, desprotonado, poderia abstrair um
hidrogénio da metila, levando a formacdo do produto EPSP com liberacdo de grupo fosfato,
em concordancia com a proposta de Eschenburg e colaboradores (ESCHENBURG et al.,
2003).

Por estarem protonados e pela sua proximidade com o grupo fosfato, ha dois residuos
que poderiam atuar como &cidos na etapa de diminacdo, Lys26 e Lys432. O nitrogénio da
cadeia lateral de Lys26 esta préximo do oxigénio que liga o grupo fosfato ao C2 do fragmento
de PEP do IT, enquanto o nitrogénio da cadela laterd de LysA32 esta proximo de um dos

oxigénios aniénicos do grupo fosfato do fragmento de PEP do IT. Por envolver uma interacéo
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com um oxigénio anibnico, que receberia mais facilmente o préton, consderamos Lys432
como o provavel catalisador écido. Essa proposta € inovadora, porque esse residuo nunca foi
considerado como candidato a catalisador acido paraa diminacéo.

A Figura 4.2 modstra o intermedi&io tetraédrico e os aminoécidos avaiados neste

estudo como &cido ou base no mecanismo de reacdo entre o S3P e 0 PEP catdisado pela

enzima EPSPS de O. sativa.

Figura 4.2. Intermediério tetraédrico (IT) e os residuos de aminoacidos Glu362,
Asp334, Lys26, LysA32 e Lys361; que sdo 0s possiveis catalisadores que
atuam na reacdo entre o S3P e o PEP. As cores vermelha, azul, cinza e
amarela mostram, respectivamente, oxigénios, nitrogénios, carbonos e
fésforo.
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45.1. SMULACAO COMPUTACIONAL NA ETAPA DE ELIMINACAO COM
CATALISE BASICA DIRETA

Na etgpa de diminacdo um aminoacido atua como base abstraindo um hidrogénio da
metila do IT provocando a saida do grupo fosfato, restaurando a dupla ligacdo entre os
carbonos C2 e C3 do fragmento do PEP e formando o EPSP. Conforme dito no item anterior,
no modelo construido pode ser observado que os aminoacidos que podem atuar como base
nessa etapa de reagdo, atraves de um processo direto, sf0 0s residuos Glu362 e Asp334.

A smulagdo computeciond, nessa etgpa de reacdo, foi redizada aproximando-se um
aomo de hidrogénio metilico da base e sSmultaneamente afastando-se o grupo fosfato do
carbono 2 do fragmento do PEP. A aproximacdo do hidrogénio e o afastamento do fosfato
foram redizados através de pequenas variaches na ligacdo entre o hidrogénio e o C3 do
fragmento PEP e entre a ligagdo do oxigénio do fosfato e o C2 do fragmento do PEP, que

correspondem, respectivamente, as disténcias d; e d, mostradas na Figura 4.3.

COoO
OPO H
\\‘\‘,. /&”” COO T — /K
“ospd 20, po™
OH 5 .
Intermediério dareacdo H > OH Ampload
EPSP conjugado
s
5 Base
C
¢\
o]

Figura 4.3. Esquema da reacdo na etapa de eiminacdo, onde uma base abstrai um
proton da metila do IT provocando a saida do grupo fosfatoe formacéo do
EPSP.

Para cada variagdo de d e dy, a geometria do modelo foi otimizada e o respectivo caor
de formacdo caculado. Os resultados foram andisados através de tabelas, gréficos e

superficies de energia potencid.
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45.2. SMULACAO COMPUTACIONAL NA ETAPA DE ELIMINACAO COM
CATALISE BASICA INDIRETA

Observando o0 modelo congtruido, foi constatado que o residuo Asp334 também pode
atuar como uma base indiretamente, abstraindo um préton da hidroxila ligada ao C4 do IT. O
aomo de oxigénio desprotonado poderia entéo abstrair um préton da metila do fragmento do
PEP, provocando a saida do grupo fosfato, restaurando a dupla ligagdo entre os carbonos C2 e
C3 do fragmento do PEP e formando o EPSP.

A dmulacdo computaciona, nessa etgpa de reacdo, foi redizada afastando-se
iniddmente o &omo de hidrogénio da hidroxila de C4, gproximando-se um &omo de
hidrogénio metilico do oxigénio desta hidroxila e aagando-se o grupo fosfato do C2 do
fragmento do PEP do IT.

O dfagtamento do &omo de hidrogénio da hidroxila, a aproximagdo do aomo de
hidrogénio metilico e o afasamento do grupo fosfato foram redizados, respectivamente,

através de variagdes nos comprimentos das disténcias d, d, e d3 mostradas na Figura 4.4.
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Figura 44. Esquema da reacdo na etapa de eliminagdo, onde uma base abstrai um
proéton da hidroxila ligada ao carbono 4 do fragmento do S3P. A seguir, 0
atomo de oxigénio desprotonado abstrai um préton da metila provocando a
saida do grupo fosfato e formacao do EPSP.



Para cada variagdo de d, &b e ds, a geometria do modelo foi otimizada e o respectivo

cdor de formagdo caculado. Os resultados foram andisados aravés de graficos e superficies

de energia potencid.

453.SIM U]_AC}AQ COMPUTACIONAL NA ETAPA DE ELIMINACAO COM
CATALISE ACIDA E COM CATALISEBASICA DIRETA

Outra possibilidade para 0 mecanismo de reacéo, na etgpa de diminagcéo, envolve um
&cido doando um préton para um dos d&omos de oxigénio do grupo fosfato e de uma base

abstraindo um proton da metila. Um esquema dessa reagao € mostrado na Figura 4.5
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Figura 4. 5.Esgquema da reacdo na etapa de eiminagdo onde um acido doa um proéton
para um atomo de oxigénio do fosfato enquanto uma base abstrai um

proton da metila provocando a saida do grupo fosfato e formagéo do EPSP

Essa amulagdo computaciond foi redizada gproximando-se o a&omo de hidrogénio do
catalisador &cido do a&omo de oxigénio do grupo fosfato e em seguida, gproximando-se 0

aomo de hidrogénio metilico da base e afastando-se 0 grupo fosfato do carbono 2 do
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fragmento do PEP do IT. As agproximacbes dos aomos hidrogénio foram redizadas
aumentando as disténcias d; e dp, enquanto o afastamento do grupo fosfato foi redizado
aumentando a distancia ¢;. Para cada pegquena variacdo em d, th e &z a geometria do nodelo
foi otimizada e o respectivo cador de formacdo caculado. Os resultados foram andisados

através de tabelas, gréficos e superficies de energia potencial.

45.4. SMULACAO COMPUTACIONAL NA ETAPA DE ELIMINACAO COM
CATALISE ACIDA E COM CATALISE BASICA INDIRETA

Essa proposta de mecanismo para a etapa de diminacdo envolve um &cido doando um
préton para um dos &omos de oxigénio do grupo fosfato e uma base abstraindo um préton da
hidroxila do C4 do fragmento do S3P. A seguir, 0 &omo de oxigénio desprotonado abstrai um
préton da metila provocando a saida do grupo fosfato e formacdo do EPSP. A Figura 4.6

mostra um esquema da catdise.
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Figura 4.6. Esquema da reacdo na etapa de diminacdo onde um é&cido doa um préton
para um oxigénio do fosfato, enquanto uma base abstrai um préton da
hidroxila ligada ao carbono 4 do fragmento do S3P do intermediario
tetraédrico. O &omo de oxigénio desprotonado abstrai um &tomo de
hidrogénio da metila provocando a saida do grupo fosfato e formacgdo do
EPSP.
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Essa dmulacdo computaciond foi redizada aproximando-se o hidrogénio do
catdisador &cido do oxigénio do grupo fosfato enquanto o hidrogénio da hidroxila ligada ao
C4 do fragmento do S3P do intermedi&rio tetragdrico € gproximada da base. A seguir um
aomo de hidrogénio metilico é aproximado da hidroxila desprotonada com o afastamento
smulténeo do grupo fosfato, levando a formacdo do EPSP. As gproximaches dos &omos de
hidrogénios foram redizadas aumentando as disténcias d, d; e dz , enquanto o afastamento do
grupo fosfato foi redizado aumentando a distancia d,. Para cada variacdo nas disténcias di, o,
d; e di, a geometria do modelo foi otimizada e o respectivo calor de formagdo calculado. Os

resultados foram analisados através de tabel as, graficos e superficies de energia potencidl.
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46. INTERACAO DE DIISOBUTILFOSFORIL-P-CARBOXIFENILIDRAZONA E
DIBUTILFOSFORIL-P-CARBOXIFENILIDRAZONA COM A EPSPS DE
ORYZA SATIVA

Os compostos organofosforados e acilidrazonas se tornaram importantes  agentes
quimicos gplicados na indidria farmacéutica e agroindistria nos Udltimos anos (RESZKA E
RODAN, 2003; BARREIRO, 2002). Dois compostos que conjugam 0s principais grupos
funcionals destas familias de substéncias, dibutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (1) e
diisobutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (2) (Figura 4.7), foram Sntetizados por nossO grupo
e tiveram suas atividades biologicas testadas (NOGUEIRA et al., 2007). Foi constatado que 1
goresentava. dgnificdtiva aividade inibitdria da germinacéo de sementes de plantas, enquanto

2 erainativo.

Figura 4.7. Estruturas das fosforilidrazonas 1 e 2 sintetizadas e testadas como inibidores
de germinacdo por nosso grupo (NOGUEIRA et al., 2007). Os atomos de
hidr ogénio foram omitidos.
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Com o objetivo de tentar entender os comportamentos diferentes dos compostos 1 e 2,
foi executado um estudo tedrico da interacdo desses dois compostos com 0s aminoacidos do
gitio ativo do modelo da EPSPS de O. sativa. A escolha dessa enzima se baseia no fato dela
ser comprovadamente um avo de herbicidas organofosforados, como o herbicida glifosato.

Os dois compostos foram colocados separadamente no interior do modelo da EPSPS
de Oriza sativa, em uma posi¢do andoga aguea ocupada pelo S3P e o glifosato na estrutura
cristalogréfica 1G6S (SCHONBRUNN et a., 2001). As edtruturas dos compostos 1 e 2 foram
congruidas no interior do sitio aivo com o programa Spartan 02 (Wavefunction, Inc) a partir
das edruturas do S3P e do glifosato, fazendo-se as modificaches de forma incrementa e
otimizando-se a geometria do ligante a cada passo com o mé&odo MMFF. ApGs essa etapa
prévia de construcdo de cada edtrutura, os sitios ativos contendo os compostos 1 e 2 foram
selecionados e reotimizados com 0 méodo PM3 do programa Mopac 2002, com 0 mesmo
protocolo descrito para 0 estudo dos mecanismos de reacdo. Foi utilizado o méodo COSMO
para Smular efeitos de solvente e também o méodo de escaonamento linear MOZYME para

reduzir o tempo de cdculo.
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4.7. METODOSDE CALCULO

4.7.1. A EQUACAO DE SCHRODINGER

Segundo a Mecénica Quéantica, qualquer estado de um sistema fisico com q particulas
pode ser descrito por uma funcdo de onda Y e cada grandeza fisica do sistema corresponde a
um operador a ser gplicado sobre esta funcdo. No presente trabalho, o operador de interesse é
0 Hamiltoniano H associado a energia do sstema através do formdismo proposto por Erwin

Schrodinger. Nesta formulagdo, o estado fisco de um sstema com q particdas, em um
tempo t, € descrito pela funcéo de onda Y que obedece a equacéo de Schrodinger dependente

do tempo (TANNOUDJ et al., 1997).

H?(qi,t):ih%?(qi,t) (1)

onde q;,i =1,...,3q, representam as coordenadas espaciais dos elétrons e dos nucleos. O
Hamiltoniano H € o operador hermitiano correspondente a energiatota do sstema.
Quando H independe do tempo, obtémse solugdes edtaciondias, vy (q,),

independentes do tempo, através de
Hy (Qi):Ey (Qi) ()
quelevama Y (q;,t) pelardagéo

Y (a,.t)=y (@;)exp(- i%). ?)

A equagio de Schrédinger independente do tempo Hy (q,) =Ey (q,) é uma equagéo

diferencid de autovalores E e autofungdes y (q,) . Os autovalores E sdo os vaores permitidos
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de energia para 0 Sstema. As correspondentes fungdes de onda y (g;) sfo as autofunges do

operador Hamiltoniano H. Essa equacéo € de dificil resolucéo e poucos sdo os problemas que
possuem soluctes exatas. Pode-se, no entanto, recorrer a métodos aproximados de solucéo.

O primeiro passo para resolver a equacdo de Schrodinger independente do tempo é
obter 0 operador Hamiltoniano H do sstema e o0 segundo passo é impor condi¢es de
contorno (Y limitada e continua) 0 que leva a obtencdo dos autovalores de energia E

(GEORGE, 1992).

4.7.2. UM SISTEMA DE M NUCLEOSE N ELETRONS

Para um sstema de M nicleos e N eétrons, o operador Hamiltoniano devera conter
interagbes coulombianes eétron-eléron, eéronnicleo, nicleo-nlicleo, dém da enegia
cinética de cada eétron e de cada nicleo. A equacdo (4) mostra o operador Hamiltoniano

paraum sistema com M nucleos e N eétrons.

2

hZ
)

ael
1 mA

+& 8 @
e lAéB4peOrAB i=1 A=1 4pe0riA j=1 iaj 4pe rll

014 1
2 5m

} Qo=
QIIO:

Os termos da equacdo (4) representam, respectivamente, a energia cinética dos
nicleos, a energia cinética dos eétrons, a energia potencia de repulsio entre os nicleos, a
energia potencial de atracdo entre os eétrons e cada um dos nicleos e a energia potencial de
repulsio entre os dérons. Os indices A e B estéo relacionados aos nucleos, | e | estéo
relacionados aos eérons, ri e ra representam, respectivamente, as posicdes de elétrons e

nlcleos e congtituem o conjunto g .
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4.7.3. APROXIMACAO DE BORN-OPPENHEIMER

Como a massa do nucleo € muito maior que a massa do elétron, este responde quase
ingantaneamente as interagdes com os nlcleos. Por isso, foi proposto resolver a equacdo de
Schrodinger para os eétrons, consderando os nicleos fixos em um determinado arranjo, isto
€ com um potencid eetrostético nlicleo-nlcleo condante e energia cinética dos nicleos igud
a zero BORN e OPPENHEIMER,1927). Com aproximagao, o Hamiltoniano mostrado

na equacao (4) é reduzido para He mostrado na equacéo abaixo.

He= T4 i 58 20 L4 ¢ ®
e—" —— i
2 i=1 e i=1 A=14peoriA j=1 iaj 4pe0 ij

O hamiltoniano etrito na forma da equacdo (5) € chamado de Hamiltoniano

eletrnico, que em unidade atdmicas é dado por

1
- ©

N N M N
He- 28 -84 2+4 &
2 m A=

i=1 e i=1 A=1 'ja =1 i4j

Utilizando o Hamiltoniano eetronico, a equacdo de Schrodinger pode ser escrita

COmo
Hy.=Ey. (7)

A energia totd do dgema (Eot) € a soma entre a energia eeténica (Ec) e o termo

congtante de interacdo entre 0s NUcleos (Enye)-
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Eot = (Ee) + (Enwc) (8)

onde

Z,Z2.€°
1038 AP €N pg

©)

4.74. DETERMINANTE DE SLATER

Foi proposto que a fungéo de onda Yy, pode ser escrita como o produto de fungdes

monodletronicasy , =y (,),istoé

Y.(i)=c()C,(,)Ca(3)mmmennnn culy) (10)
onde r; representa o i-émo eétron.

Levando em conta que eétrons sdo férmions, a funcéo de onda deve ser antismétrica
com relacdo a troca das coordenadas de quaisquer duas particulas, concordando com o
principio de Pauli. A funcdo (10) ndo tem propriedade e, por isso, Sater (SLATER,
1929) propds que poderiamos escrever a funcéo de onda para um sistema de N eérons, com

oin-orbitaisc 1,..., ¢y COMO um determinante

y (renty) =fgp :W (11)

onde c(r;) sdo fungdes de coordenadas espaciais e de Spins de um Unico e étron.

63



As coordenadas espaciais e de spin so separadas atraves das rel acles
ci(ri) =fp(ri)a ou ci(ri) =f p(ri)b (12

onde f , representam os orbitais moleculares, a representa a auto-fungdo de spin com auto-
valor +1/2 para 0 operador projecdo de spin no eixo z e b representa a auto-funcdo de spin
com auto-vaor vaor —1/2, para 0 operador projecdo de spin também no eixo z. A congtante
L(ND)Y2 ¢ introduzida para garantir a normalizacdo da y . Os spin-orbitais moleculares 2o
ortogonais e também normalizados.

No determinante acima, as colunas mantém fixas as coordenadas eetronicas i,
enquanto que nas linhas fixamrse os indices 1,....,N que dasdficam os spin-orbitas
moleculares c¢;. No determinante de Slater os indices de orbitais devem ser diferentes quando
estd0 associados a spins diferentes. Portanto dois indices iguas representam a Stuacdo de dois
eétrons no mesmo conjunto de nimeros quanticos, anulando-se assim o determinante (duas
linhas iguais). Se duas colunas S0 iguas O determinante também se anula Essa Stuacéo
representa elérons na mesma posicdo do espaco com mesmo spin. Por outro lado, se
trocarmos duas colunas ou duas linhas quaisquer, o sind do determinante muda e a anti-
Smetria € mantida garantindo o principio de Pauli.

Outra forma de escrever a fungéo vy (r,,....ry) =f ¢ equivdente ao determinante de

Sater é

Y (fyyntn) =f o /__a( DPP{c,(r)C (1) () (13)
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onde P; é o operador que gera a iésma permutacéo dos indices de r e p € o0 nlmero de trocas
necessrias para transformar a sequéncia origind 1, 2, 3., N na i-éSma permutacéo
(MORGON e COUTINHO, 2007).

A energia eetrénica E que corresponde as contribuicdes devido a energia cinética dos
elétrons, as contribuigdes devido a interacd dos détrons com os nicleos e devido as

interacOes entre os eérons é dado pelo vaor esperado do Hamiltoniano eetrénico, mostrado

na equacéo (14).

E.= i 5D|He|f D> (14)

Subdtituindo He pelaigual dade da equacéo (6) obtemos a equacéo (15) abaixo.

- > (15)

Subdtituindo f o5 da equagcdo (15) pelo lado direito da equagdo (13), a energia

€letronica pode ser escritacomo

e vy > O
Ee:é_ éca|9_ limf_ é£;|caﬁ+
i=1 g 2m, A= Tip B
18 & . 1 . 1 ~
—aa [&a1)cu?) |—|cal) cudii- &ca(1) cu(2) |—| cu(l) ca(2)f] (16)
2 22121 P P
Usando a notacéo
2 M O
&a |9_ 11 NZ- ﬂJcaﬁ: &a |hyJan (17)
g 2 me A=1 riA -
[}
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&bved> = &4(1) cb(2)1/zi Y2c (1) cq4(2)f aequacdo (16) pode ser escrita como

12

N N N
Ec.=q &alhdafi+ Eé A [4ablabfi- dabjbari (18)
a=1 a=1 b=1

4.75. A EQUACAO DE HARTREE-FOCK

Na metodologia de Hartree-Fock foi definido um funciond que € um operador f td

que
'y
a:ha+a(Jb'Kb) (19)
b=1
onde
, 1
Jp = &p(2)V—YL(2) > (20

12

€ 0 operador de Coulomb,

Kb = &V Veo2) > 1)

12
€ 0 operador de troca.

Os spins-orhitais |cafisdo solugdes da equacéo
falcafE ealcaf (22)
gue € a equacao de Hartree- Fock.

As energias dos spins-orbitais e, e dado pelo vaor esperado do operador de Fock que
é

e.= &4fficah (23
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Subdtituindo a equacdo do operador de Fock mostrada na equagéo (19) na expressao

(23), pode-se escrever aenergiado spin-orbital como

N
€a= &afl hat A (3, - K, )} leaf (24)

b=1
Usando a notacdo introduzida na equacéo (17) e as expressOes dos operadores de
Coulomb (Jp) e de Troca (Ky), dados pelas equacdes (20) e (21), subgtituidos na equacdo (24)

pode-se escrever a energia dos spins-orbitais como

N
e.= dav/h/e> + § [éablabfi- dablbarf (25)

b=1
Usando a energia dos spins-orbitais dado pela equacdo (25), a equacdo (18) que € a

expressao da energia eetronica E. do sistema, pode ser reescrita como

J
Ee=a €a-

a=1

[Gablabfi- Zabjbar (26)

1 b=1

Q
1

o
1

N
Qo=
Qo=

A equacdo (26) da a energia eetrbnica no méodo de Hartree-Fock. Observando essa
equacdo podemos condaar que a energia eetrénica ndo € igud a soma das energias dos
orbitais. A soma das energias dos orbitals implica em contar a energia de repulsio eétron

elétron duas vezes. Por isso €latem que ser subtraida da energia eletronica.
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4.7.6. EQUACAO DE HARTREE-FOCK PARA CAMADASFECHADAS

Supondo que cada orbital molecular (f ) esta ocupado por um elétron a e outro elétron
b, entdo a equacdo de Hartree-fock pode ser escrita separando as partes espaciais e de spins
como mostrado na equacéo (12).
Os gins-orbitais c;(r;) podem ser escritos em fungéo dos orbitais moleculares ) das auto-
funcdes de spin como
ci(ri) =fp(ri)a ou ci(r)) =1 (ri)b.

Na metodologia de Hartree-Fock também foi definido um funciond para camada

fechada que € um operador f, ta que

N
o

fo=hp+ 3§ (29,-K,). 27)

a=1

O termo Jq é o operador de Coulomb para camadas fechadas, dado pela expresséo

Jg= & ¢ o (28)
r

12

Jaotermo Ky, € 0 operador de troca para camadas fechadas e sua expressao é

Ko= & omtf o i (29)

r.12
Os orbitais moleculares ¥4 , i s30 solugOes da equagéo

foY4 o fi= e/f p i (30)

que é a equacdo de Hartree-Fock para camadas fechadas.

A energia do orbitdl molecular para camada fechada ey € dada pelo valor esperado do

operador de Fock f
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eq=& AYE i (3D
Substituindo o operador de Fock para camadas fechadas mostrado na equacéo (27) na

equacao (31) obtemos

N
eq=d oYy + § (29,- K ) 14,1 (32)

g=1

As equacdes do operador de Coulomb (Jg) e do operador de Troca (Kq), dados pelas
equacdes (28) e (29), subgtituidos na equacdo (32) permite escrever a energia dos orbitais

moleculares como

N
€= & Y o i+ D [28 VA ot VA o TVA o - & oV Vo VA o VA o 1] 33)

g=1 12 12
Usando as definicdes

& pyhv4 p = gYhyp fie

2ab Yed A= & f o Yor VA of 4 f

r12

aequacao (33), que da a energia dos orbitais moleculares, pode ser escrita como

N
eq=g/h/pi+ g [28pqvipa i- Spg/ap (34

g=1
Considerando que para cada orbital molecular exissem duas possbilidades de spins e

considerando também que separando os spins orbitais em coordenadas espaciais e de spins, a

energia eetronica para camadas fechadas pode ser escrita partindo da equacdo (26) como

E.=23 &Yvpi+ & & [28palpafi- &alapf (35)
p

pq
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Os operador de Fock, para camada aberta e para camada fechada, depende das
solugdes das equactes das respectivas equactes de Hartree- Fock.
folf p A= eqff p
falcaF ealcaf

Como existe uma equacdo para cada orbital que depende dos outros orbitais através do
operador de Fock, as equacOes devem ser resolvidas de forma interativa ou autoconsistente.
No find do processo interativo os orbitais que so solugdes das equagOes de Hartree-fock
devem ser 0s mesmos a partir dos quais se obteve o operador de Fock. Um méodo para se

congruir os orbitais moleculares € através da combinac@o linear de orbitais atdmicos (LCAO)

formaizada por Roothaan.

4.7.7. METODO DA COMBINACAO LINEAR DE ORBITAISATOMICOS (LCAO)

O méodo LCAO congste em expandir os orbitais moleculares f p(r) em termos de

orbitais atbmicosj p(r), isto &,

fo()= & Copin () (36)

n=1

O conjunto {j  (r), n=1, 2, 3,..k} é chamado de base atdbmica e deve ser previamente
escolhida e C,p, S50 0s coeficientes a serem determinados. Esta gproximacéo € baseada na
observacdo de que, se um déron em uma molécula esta proximo de um nicleo é esperado
gue o efeito desse nlcleo sobre o eétron sga maior que o efeito devido aos outros nlcleos,

consegiientemente € razoavel assumir que o orbitd molecular deste eéron é smilar ao orbitd

atémico neste ponto.
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A funcdo j n (r) é um orbitd admico centrado num dos &omos da molécula E
possivel gerar p orbitails moleculares linearmente ndependentes a partir da equacéo (36), pois
osorbitais atbmicos| , (r) sdo linearmente independentes.

Subgtituindo a expansdo da equacdo (36) na equacéo de Hartree-Fock de camada

fechada temos que
& . & .
fha Capin()=ea Cnpjn() (37)

n=1 n=1

Multiplicando a equacéo (37) pelo complexo conjugado dej (r) e integrando, temos

éK Crp @ m(OIF()[] n (A= epéK Copd m(Dl n(r) A (38)

=1 n=1

S

A equacdo (38) pode ser escritacomo

K K
é. Frm Cnp = epé Sfanp (39)
n=1

n=1

O termo Sy € definido como matriz de recobrimento sendo igua a

Sm =4 m()lj n (A (40)

O termoFy, € definido como matriz de Fock sendo igud a

Fm =8 m(DIf(N]] n (NA (42)

A equaco (39) também pode ser escrita em forma de matriz como
FC =SCe (42
Essa equacd na forma de matriz € conhecida como equacdo de Hartree-Fock-

Roothaan.
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O operador de Fock para camadas fechadas, dado na equacdo (27), subgtituido na

equacao (41) fornece

Fn =4 (@[ el o O+ 8 mOI& (23, - K )1 o ()7 @)

a=1

Subgtituindo J; e Kqy pelo lado direito das equagbes (28) e (29), respectivamente,

teremos
L . i Y 1 . 1 . ~
Fim=8 m(Nlhpd n N+ 8 m(lQ 28 2—YE qA- & —YE, /] n (N (44)
g=1 12 12
ou

N
. e 0 . 1 .. -
Fim=d m(NIhpd n N+ Q 28 m(N)f 2—24 o (1)f ¢

g=1 e

8 w(O)f oA o o (1) (45)

N
o
g=1 12

Subdtituindo f 4 pela combinacdo linear de orbitais atbmicos, mostrados na equacéo

(36), permite escrever a equacéo (45) como

o o [e] o * o~ . 1 . . ~
Fm=8 m(Nlhpd n(Ml+22 @ C1¢Csqd m() ] 1 (N2—"n(r)]s ()i

qgls 12
¢} o] * e . 1 . . ~
-aa CiCsqd m(n)j1 (N2—"jn()js(r)n (46)
q

I s 12

Definindo como eementos da matriz Hamiltoniana do caroco como Hyy ta que

Hm =8 m(r)| hpli n (r) i (47)

Definindo como elementos da matriz densidade como Ps;  tal que
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Psi :Zé C:*chsq (48)
q

Subgtituindo as equacdes (47) e (48) na equacdo (46) teremos

ondeotermo G, é

Gm= & Pu gm0 (s n()js)h

I's 12

1 3 . 1. . . ~
- a > Psid m(r)] i (r)l/zr—l/zj s(Min()h (50)
I's 12
Usando as notactes

, e . 1 .. . .
annsi=g m(r)j 1 (N2—% n()j s (r) e

12

; o . 1 . . ~
&l [snA=4§ m()j 1 (N2—%j s )] n ()

12

A equacdo (50) pode ser escritacomo

Gm= & Pu[an |n sfi- %a’rﬂ Isnf (51)

I's

Observando a equacéo (47) se constata que a matriz de Fock F depende da matriz dos
coeficientes C de forma que equacdo tem que s resolvida de forma autoconsstente.
Também na maioria dos casos o conjunto de funcdes da base ndo sfo ortogonais de forma que
S ndo é diagond. Entéo é necessario fazer uma transformac@o linear sobre as fungdes de base,

expandindo os orbitais moleculares em termos de um novo conjunto de fungbes de base

{i, ()} ta que
fo)=a Copl (1) (52)

e
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h(=a Xsnin() (53)
Substituindo (53) em (52) teremos

fo(r) = é C‘np Xsnj n (r) (54)

ns

Comparando a equacéo (54) com a equagao (36) podemos observar que

Csp = é Xsn C\np (55)

A equacdo (55) pode ser escrita naformamatricial com

C=XC (56)

Subgtituindo a equacdo (56) na equacdo de Hartree-Fock-Roothaan (42) e
multiplicando pelatransposta de X teremos

X*FXC = X*SXC'e (57)

Como a matriz S é hermitiana, € possivel encontrar uma transformacdo X, ta que
X*SX sga diagond. Definindo F = X'FX como a matriz de Fock transformada, a equacso de
Hartree- Fock-Roothaan toma aforma
FC =C'e (59)
A equacio (58) é uma equacio de auto valor maricid onde F depende de C e

portanto ela deve ser resolvida de forma autocons stente.

A energia éetronicado sistema é dado pela equacéo (35)

Ee=23 &4vp> +Q & [28palpaii- alopi
p

pq
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Se nessa equacdo os orbitails moleculares forem expandidos em termos dos orbitais

atémicos (36), teremos
o 1
Ee=a Pwm(Hm* E Ghm) (59)

A equacéo (59) em forma de matriz pode ser escrita da seguinte forma

E.= %tr[P(H +G )] (60)

O método SCF torna o trabaho mais smples por consderar um eéron interage com o
canpo médio formado por todos os outros eétrons em uma molécula Um cdculo SCF
sempre e inicia pela edtimativa da fungdo de onda que descreve os orbitais admicos e suas
respectivas repulsoes. Baseado nessa edimativa, 0 programa calcula uma nova fungdo de
onda e comparam os dois resultados obtidos. O processo €, entéo repetido aé que o orbital
torna-se mais proximo do red, chegando enfim ao ponto em que o limite de convergéncia é

alcancado.

4.7.8. METODOS SEMI-EMPIRICOS

Mesmo com o aumento da velocidade e memdria dos computadores e com 0
desenvolvimento de dgoritmos mais  eficientes, a aplicacd dos métodos de primeros
principios em dstemas com um ndmero muito grande de &omos ainda pode levar a tempos de
cdculo excessvamente longos. Uma dternativa é utilizar métodos semi-empiricos para
reolver de forma autoconsstente e gproximada as equacbes de Hartree-Fock-Roothann
utilizando parametros obtidos por guste numérico ou derivados de resultados experimentals.

Os méodos semi-empiricos permitem reduzir de forma dréstica o tempo computacional no
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cdculo de edrutura detronica em sisemas com muitos @&omos como, por exemplo, uma
enzima

Dentre os méodos semi-empiricos, podemos citar 0 Méodo de Huckd Simples,
Método de Hicked Estendido, o método ZDO (Zero Differencid Overlap), o méodo CNDO
(Complete Neglect Differencid Overlap), o méodo INDO (Intermediate Neglect Differencid
Overlap), o0 mé&odo MNDO (Modified Neglect Differencid Overlap), AM1 (Austin Modd 1)
PM3, PM5 e PM6, déem de outros (POPLE E BEVERIDGE, 1970; BALLHAUSEN E
GRAY, 1965; LOWE, 1993; MORGON e COUTINHO, 2007)

O método CNDO (POPLE e BEVERIDGE, 1970) tem a tendéncia de superestimar as
repulsdes entre &omos. Por isso, foram incluidas fungbes gaussanas nas integrais de repulséo
do caroco, gerando o método AM1 (DEWAR et al., 1985). A edrutura dos agoritmos
mateméticos dos métodos AM1, PM3, PM5 e PM6 € a mesma, a diferenca esta nos método de
parametrizacdo e nos parametros (DEWAR et al., 1985; STEWART, 1989a; STEWART,
1989b; STEWART, 1999; STEWART, 2007). Negte trabaho utilizamos o méodo PM3
(STEWART, 1989) disponivdl no progama Mopac2002 (Fujitsu, Ltd) e os agoritmos
mateméticos s3o descritos abaixo.

O méodo PM3 usa uma base minima de fungdes STO (orbitais do tipo Sater)
formada por um orbitd s e trés orbitais p para cada @omo, com excecdo do d&omo de
hidrogénio que usa gpenas um orbital s. Nesse método as integrais de repulsdo detrénica que
dependem do overlap de densdade de cargas de orbitais atdmicos centrados em &omos
diferentes o nulas, isto é

am| sit 0, se me n ediverem centrados no &omo A e | e s ediverem centrados no
aomo B.

A matriz de Fock para sistemas de camadas fechadas € dada pela expresséo

A
Fm=Hm+ & Pon[ &minnii- %érm|rmr1 +aa Psamsh (61)

B Ils
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B
Fon = Hm + Pm[ 3&m|mi- &minnil + 3 §  Pisam|isii meni A (62)
B

l s

A B
Fm=Hm-%éé Pis@m|isi mi Ael i B (63)
onde
Pis= é C:icsi (64)

FnmS80 0s elementos da diagonal da matriz de Fock, isto € quando m= n.
Fm S80 0s eéementos da matriz de Fock que estdo fora da diagond mas os orbitais estéo
localizados no mesmo centro.
Fm S8 os eementos da matriz de Fock que estdo fora da diagonal mas os orbitais estéo
locdizados em centros diferentes.

Com o conhecimento dos elementos da matriz de Fock dada pelos adgoritmos acima
podemos calcular a matriz densdade, a energia total e o caor de formagdo do sstema O

cdor de formacdo € obtido aravés de uma transformacdo da energia totd da molécula

Segundo o agoritmo
PHP =Eoi+ @ (DH - EZ) (65)
A

E4 € a energia detronica dos domos, caculada usando os pardmetros gustdveis DH € o
caor de formacdo experimenta dos elementos A em seu estado padréo.

As integrais monoatdmicas de repulsio detrbnica sdo derivadas de dados
experimentals.
Gs=agfssi Gpp= pplppii Gy = &ssfppfit G, = applpp'fi
Hg, = dsplspii
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A formulagerd paraaintegra de dois eétrons é dada por

~ o ©° & R 1 O

i : (66)
2|1 |2§izl =1 R +(r |1A +r |§)l/25

— N

Onde R; é a disténcia entre as distribuicdes de cargas i e j, obtidos das distancias

interatdbmicas entre os &omos A e B.

A integra de um déron ou hamiltoniano do caroco Hym € gproximada como a soma de
uma parcda que representa a energia cinética parametrizada U, somada a uma parcela

associada ainteracdo elétron-nicleo calculada a partir das integrais de repul 2o eetronica.

Hom= Um- & amrssssh (67)

Bt A
A integrd Hmy representa a energia que m eérons, no orbitd j o, teria se todos os

demais e érons fossem removidos.

Paraaintegra de um eéron e dois centros o agoritmo &
1
Hm = ESm (bm+ by) (68)

Asintegrais de repulsdo do carogo sfo cal culadas das seguintes formas:
i. ParaN-H e O-H
En(AH) = ZaZu Sasalss S fi(L + Ry @ f +@2fm) (69)
ii. Paraos demais pares de &omos

En(AB) = ZaZs épsalss Sefi(1l + e #4%e + g %eRe ) (70)

78



A diferenca entre 0 méodo AM1 e o méodo MNDO ¢é a introducdo de gaussianas
para corrigir a tendéncia do méodo MNDO de superestimar as repulsies entre aomos.

Portanto, no méodo AM1 asintegrais de carogo so cal culadas da seguinte forma

. B
En (A,B) :EMMNDO(A’B) + ZAZBE&Q' a,© B (Reo i, )* a a, g e (Rus i) )_ (71)
R &« P
Ou
En (A’B) =Zalp &SA'SB S ﬁ(l + e_aARAB +e'aBRAB ) +
Z,Z; By, (Rag ~ G, Res-Gy,) : 0
gaakeA R LRS- (72)
2

onde a, b e ¢ sBo coeficientes gugtévels que definem respectivamente a intensidade, largura e
posi¢éo das fungdes gaussanas.

O méodo PM3 usa 0 mesmo formadismo matematico do AM1. A diferenca entre eles
€ que no méodo AM1 sdo usadas duas gaussianas para cada &omo enquanto que no PM3 séo
usadas entre duas e quatro gaussanas para cada &omo. Além disso, no PM3 0s parémetros

foram obtidos com técnicas mais gprimoradas.

4.7.9. METODO DE ESCALONAMENTO LINEAR MOZYME

O tempo computaciond de cdculos semi-empiricos para sistemas como, por exemplo,
uma enzima, eda limitada peo nimero de bases matemédticas utilizadas para descrever 0s
orbitais admicos e conseglentemente também esta limitado pdo nimero de &omos do
sstema. Nesse trabaho foi usado o método de Hartree-Fock com os parametros PM3 para
reolver a equacdo de Schrodinger de forma auto-consgtente. Os orbitais moleculares sfo

gerados pela combinacéo linear dos orbitais atbmicos e através da diagondizacdo da metriz de
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Fock s0 usados para congruir a matriz densdade. Devido ao fato dos orbitais moleculares
serem extendidos sobre toda a molécula e do cdculo ser auto-consstente, 0 tempo
computacional é proporciona a N3, onde N é o nlimero de bases mateméticas usadas para
descrever os orbitais atémicos. Na condrucdo de um orbitd molecular, as maiores
contribuicBes sdo devido a um, dois ou no méximo trés &omos, enquanto as contribuicdes dos
outros aomos do sstema sdo menores. Essas contribuicBes dos &omos restantes so pequenas
e tém vaores iguais ou proximos de zero quando envolvem &omos que estd0 a nove ou mas
comprimentos de ligagd. Embora proximas de zero, a exigéncia dessas contribuigbes sf0
responsaveis por quase todo o tempo computacionad gasto na manipulacdo matemética dos
orbitais moleculares. A técnica do orbitd molecular locaizado inclui apenas contribuigdes em
uma regido da molécula Nese trabaho foi utilizada a disténcia de corte padréo do

MOZYME, que éde 12 A.

4.7.10. O MODELO DE EFEITO DE SOLVENTE COSMO

O COSMO € um método que pertence aos modelos de solvatacdo de continuo. Trata
se de um méodo computaciona bastante eficiente para Smular um meio continuo como, por
exemplo, um solvente dentro do qual esta se executando uma reacdo quimica. Assume-se que
0 lvente dcanca a “supeficie€’ da cavidade onde se encerra a molécula, condituida de
esferas gproximadas por pequenos poliédros, nas distancias atbmicas de van der Wads. Se o
solvente fosse um condutor idedl, o potencid eétrico na superficie deveria desgparecer. Se a
digtribuicdo da carga em uma molécula for conhecida, entdo deve ser possive cdcular a carga
g* na superficie. Para solventes reais, pode-se assumir que a carga g € igud a g* multiplicado

por um fator f, dependente da constante dielétrica do meio,

_ (e-9
re)= (e +0,5) (79
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Assm, a partir das cargas q na superficie e das cargas da molécula, pode-se cdcular a
energia de interacdo entre o solvente e a molécula solvatada. A expressio para a energia de
blindagem totd € smples o suficiente para permitir que as derivadas primeiras da energia em
funcdo das coordenadas atbmicas sgam facilmente calculadas.

Nesse trabaho todos os caculos foram executados smulando efeito de solvente com
&gua utilizando o modedo COSMO com congtante dielérica e = 74,8. Embora a constante
dieérica no interior de enzimas possa ser diferente da constante da agua, consideramos 0 uUso

deste valor de e mais adequado, devido a proximidade do sitio ativo da EPSPS do solvente

externo.
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5. RESULTADQOS

5.1. CONSIDERACOES GERAIS

Nessa parte do trabalho sdo apresentados os resultados sobre o estudo dos estados de
protonacdo de alguns residuos de aminoécidos da EPSPS de Escherichia coli e da smulacéo
computaciona da etapa de eiminacéo da reacéo entre o S3P e o PEP catalisada pela EPSPS
de O. sativa.

Inicidmente, sGo gpresentados os resultados comparando os caculos com os estados
de protonacdo de residuos de aminoacidos, obtidos com o méodo PM3, com os resultados
experimentais obtidos por difracdo de néutrons. Esses caculos foram executados com a
intencdo de vaidar o méodo PM3 para avdiar estados de protonagdo em enzimas. A seguir,
sd0 apresentados os resultados do estudo dos estados de protonacdo de quatro residuos do
sitio ativo da EPSPS de E. coli: His385, Lys22, Lys340 e Lys411. Para estudar os estados de
protonacdo desses aminoacidos foi utilizada a edtrutura cristdografica 1Q36 depositada no
Protein Data Bank (ESCHENBURG et al., 2003). Os resultados dos estudos sobre os estados
de protonacdo foram utilizados na Smulacdo da etapa de eliminagéo da reacdo entre 0 S3P e o
PEP catdisada pela EPSPS de O. sativa. Para redizar as sSmulagfes computacionais da etapa
de eliminacdo entre 0 S3P e o PEP foram escolhidos aminoécidos que est@o proximos ao IT
no sitio ativo e que podem atuar como &cido ou base nessa etapa, levando a formacéo do
produto EPSP. As andlises dos resultados foram redizadas através de superficies de entalpia

em func&o das coordenadas de reacoes.
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52. VALIDACAO DO METODO PM3 PARA AVALIAR ESTADOS DE
PROTONACAO DE AMINOACIDOSEM ENZIMAS

Nessa parte do trabalho sdo comparados os resultados obtidos com o méodo PM3
com os dados experimentais obtidos por difragdo de néutrons, que posshilita a locdizagéo
dos @omos de hidrogénio na estrutura. As comparacies foram feitas por sobreposicdo das
edruturas experimentais com as otimizadas com 0 PM3 e da andlise de disténcias de ligacéo
(SOUZA e SANT'ANNA, 2008).

O residuo de aminoacido Lys149 da D-xilose isomerase (2GVE) (KATZ et al., 2006)
foi sdlecionado por estar em contato com dois residuos neutros e um carregado. A Tabela 5.1
modtra as digéncias utilizadas na andise dos resultados, que incluiram 3 diferentes
orientagdes do grupo amino de Lysl149 em relacdo aos outros residuos de aminoacido, no caso

dalisnaesar neutra

Aspl01

Lysl4h§'1m

Tabela 5.1 Comparacdo dos dados das estruturas otimizadas (méodo PM3) com os
resultados de difracdo de néutrons (estrutura 2GEV depositada no PDB)

Digancia* Expeimenta  Lysl49  Lysl49  Lysid9  Lysl49

protonada neutra neutra neutra
a 2,58 2,77 5,85 3,58 3,94
b 2,98 2,74 3,69 4,65 2,82
C 2,99 2,79 2,85 3,83 3,42

*Todos osvaoresem A.
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Observando-se a Tabela 5.1, pode ser constatado que quando a Lys149 esta protonada
as disténcias sBo mais curtas e proximas dos vaores experimentais. Os resultados obtidos com
o0 méodo PM3 sugerem que a Lysl49 estd protonada, de acordo com o observado
experimentalmente por difracdo de néutrons.

Dois outros modelos foram condruidos a partir da edtrutura da b-tripsna (INTP)
(KOSSIAKOFF., 1984). Um desses modelos foi construido a partir do residuo His57 e o
outro a partir do residuo His40. O residuo Hiss7 foi escolhido porque esta proximo de dois
grupos anidnicos, um carboxilato e grupo fosfato, enquanto que o residuo His40 foi escolhido
porque et proximo a dois residuos neutros. Trés possivels estados de protonacdo para as
higtidinas foram modelados: duas formas neutras, uma com o &omo de N° com hidrogénio e a
outra com 0 &omo NY com hidrogénio, e uma terceira, catidnica, com ambos os &omos de
nitrogénio protonados. A Tabela 5.2 mostra esses modelos e, em destaque, as distancias a, b,
c e d que foram utilizadas na comparagdo dos resultados otimizados com agueles obtidos

experimentalmente,
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Tabela 5.2 Comparacdo dos dados das estruturas otimizadas (méodo PM3) com os
resultados de difracéo de néutrons (estrutura INTP depositada no PDB)

Digéncia® Experimentd  Hisb7 His57 His57 His40 His40 His40

protonada (N9 (N%  protonada (N9 (N9
neura  neutra neutra  neutra
a 2,63 2,72 2,35 3,37 - - -
b 2,48 2,69 3,64 2,80 - - -
c 2,67 - - 2,84 2,89 3,89
d 2,59 - - - 2,76 2,74 3,31

*Todos osvaoresem A.

Observando a Tabela 5.2, pode ser constatado que quando a Hisb7 esta protonada
(estado catibnico) as distancias a e b sfo, em gerd, mais proximas dos vaores experimentas
de difracdo de néutrons. Esses resultados obtidos com o méodo PM3 sugerem que a Hisb7
esta protonada, o que concorda com os resultados obtidos por a difracéo de néutrons.

A Tabela 5.2 também mostra que para a HisA0 s vaores otimizados das disténcias c e
d sfo maiores do que o valor experimental, para todos os estados de protonacdo. Além disso,

tanto para o0 estado catidnico quanto para 0 neutro com o d&omo N° com hidrogénio, as

digéncias ¢ e d tem vdores muito proximos, o que conduz a conclusdes smilares quando
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comparados com 0s experimentais, ndo sendo possivel definir o estado de protonacdo de
forma inambigua para este residuo com os resultados da modelagem. Este resultado sugere
que a definicdo do estado de protonacdo de residuos de His, quando somente interagindo com

grupos neutros, com é o caso de His40, deve ser usado com cautela.

53. AVALIACAO DOS ESTADOS DE PROTONACAO DE RESIDUOS DE
AMINOACIDOSBASICOSDO SITIO ATIVO

A andise dos resultados para a identificacdo da estrutura mais adequada para descrever
0s estados de protonacdo da enzima EPSPS de E. coli foi redizada por comparacéo das 16
edtruturas, cujos estados de protonacdo foram permutados, com a estrutura cristalogéafica da
enzima nativa Foi observado que a posicdo do IT e dos residuos de aminoé&cidos Thr412,
His385, Glu34l, LysA1l, Lys340, Asn336 e Lys22 eram as mais adequadas para a definicao
do estado de protonacdo que melhor representa a estrutura experimental, pela andise das

digténcias mostradas na Figura 5.1 (SOUZA e SANT' ANNA, 2008).
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Figura 5.1 Intermediério tetraédrico (IT) e as distancias importantes na definicdo do
estado de protonacdo que mehor representa a estrutura nativa observada

experimentalmente.

A Tabela 5.3 mostra 0s 16 modelos com as respectivas permutactes dos estados de
protonacdo dos residuos de aminoécidos His385, Lys22, Lys340 e LysA11. Nas sais Ultimas
colunas da Tabda 5.3 sGo mostradas, respectivamente as distancias obtidas apds aotimizacdo

de cada modelo. Na Ultima linha da Tabea 5.3 sfo modtrados os vaores experimentals,

obtidos por cristaografia de raios-X, para as disténcias avdiadas.
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Tabela 5.3 Modelos com as respectivas permutacdes dos estados de protonacdo dos residuos
His385, Lys22, Lys340 e LysAll e as disténcias di, dy, ds, ds, ds, € ds usadas
para avdiar os estados de protonacdo da estrutura cristalografica da EPSPS de
E. cali.

Estruturas® Residuos béasicos Digancias

His385 Lys22 Lys340 LysAll d; d, ds ds ds ds

1 P N N N 2,72 245 391 282 3,80 381

2 N N N N 280 254 346 342 358 374

3 N N N P 2,76 2,68 2,72 2,82 3,80 4,10

4 P N N P 269 261 2,70 282 368 4,13

5 P P N N 2,71 245 3,78 353 348 281

6 N P N N 2,718 259 4,08 348 350 2,79

7 N P N P 2,75 268 2,71 283 366 281

8 P P N P 2,70 261 269 281 354 281

9 P N P N 2,70 247 4,06 266 2,76 3,93

10 N N P N 2,78 257 415 266 2,77 381

11 N N P P 2,16 2,710 2,72 265 2,76 4,16

12 P N P P 267 262 2,71 264 2,75 3,96

13 P P P N 2,71 248 4,03 266 2,75 2,80

14 N P P N 2,77 258 4,08 266 2,76 280

15 N P P P 2,74 2,70 2,72 2,65 2,74 2,82

16 P P P P 269 263 2,70 266 2,73 2,82
Média Prot. 2,70 254 271 266 2,75 281
Média neutra 2,77 2,74 394 3,07 3,63 3,96
15WP 2,18 2,68 264 2,72 2,71 2,76
experimental 280 2,71 2,88 262 289 2,66

3 Digtancias d; ads em A. ° Modelo 15 otimizado com o modelo COSMO.
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A definicdo do estado de protonacdo da His385 foi feita pela andlise das distancias d;
e dy. Quando as distancias d;, calculadas para cada modelo, sBo comparadas com a distancia
experimenta, pode ser constatado que os modelos com a His385 neutra representam melhor a
enzima nativa. A média dos vaores da distncia d; quando a His385 esta protonada é 2,70 A,
enquanto que a média dessa distancia com esse residuo no estado neutro € 2,77 A, mais
proxima do valor experimental (2,80 A). Observando-se os valores da distancia d,, condtata-
e gque nos modelos com a His385 neutra eles sdo mais proximos do vaor experimenta (2,71
A). A média dos vaores da distancia d, quando a His385 esta protonada é 2,54 A, enquanto
que a média dessa distincia com esse residuo no estado neutro é 2,74 A. Pdo que foi
discutido no item 5.2, essa segunda digéncia € um critério mais confidvel para definir o
estado de protonacdo de hididinas, porque envolve a interacdo com um grupo aniénico. Além
disso, a0 se visudizar os residuos de aminoécidos dos modeos, pode ser observado que ha
um residuo de aginina (Arg386) préoximo de His385 (Figura 5.2). Devido ao forte carder
basico (pKa = 12,48), o residuo Arg386 deve estar protonado no sitio ativo. Assm, se o
residuo His385 edtivesse também protonado, haveria forte repulsio detrostética entre esses
dois residuos. Fica cdao, na Figura 52, uma maor semehanca entre a edrutura
crigadografica e um moddo onde His385 esa neutra (moddo 15); principdmente para a

conformagéo da cadeialateral de Arg386.
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Figura 5.2 Superposicdo da estrutura cristalogréfica (a&tomos de C em verde) e dos
modelos 15 (dtomos de C em magenta) e 16 (atomos de C em ciano),
destacando o intermediario tetraédrico e os residuos Arg386, Thr4l2 e
His385.

A avdiacdo do estado de protonacdo do residuo Lys41l foi feita pda andise da
distAncia ds. Para Lys411 protonada, os valores de ds calculados estZo entre 2,69 A e 2,72 A,
enquanto que para esse residuo ra forma neutra essa distancia esté entre 3,46 A e 415 A. A
média des digdncias ds quando a Lys41l esta neutra é 3,94 A e quando esse residuo esta
protonado a média dessa distancia é 2,71 A, embora subestimada, estd mais proxima do vaor
experimental de 2,88 A.

A avdiacdo do estado de protonacéo do residuo Lys340 foi feita através das andlises
das digténcias d; e ds. Para esse residuo protonado os vaores da distancia ds estdo entre 2,64
A e266 A (médiade 2,65 A), enquanto para esse residuo ra forma neutra essa distancia esta
entre 281 A e 348 A (média de 3,07 A). O residuo protonado resulta em vaores mais

proximos do vaor experimenta, que é 2,62 A. Os valores das distncias ds estdo entre 2,73 A
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e 2,77 A, enquanto para esse residuo ra forma neutra distancia esté entre 348 A e 3,80
A. A média das distancias ds quando a Lys340 esta neutra é 3,63 A e quando esse residuo esta
protonado € 2,75 A, mais préximo, portanto, do vaor experimenta, 2,89 A. As comparagdes
entre os vaores otimizados e experimentais das distancias ds e ds gpontam para o residuo
Lys340 protonado no momento de formacdo do IT.

A avdiacdo do estado de protonacdo do residuo Lys22 foi decidida através da andise
da distdncia ds. Para a Lys22 protonada os vaores das distancias ds estdo entre 2,79 A e 2,82
A (valor médio de 2,81 A), enquanto para esse residuo ra forma neutra a distincia esta entre
3,79 A e 4,16 A (vdor médio de 3,96 A). A distancia na estrutura cristalogréfica é de 2,66 A.
Esse resultado mostra que o residuo Lys22 protonado representa melhor a estrutura
crigdogréfica experimentd. As andises indican que o moddo 15 representa mehor a
edrutura crigdogréfica experimental e corresponde a His385 neutra e as trés lisnas
protonadas.

O modelo 15 teve sua energia minimizada smulando &gua como solvente com o
méodo COSMO. As distancias para essa smulagdo sBo modtradas na penditima linha da
Tabela 5.3. Ao comparar essas disténcias com as obtidas em fase gasosa e com a estrutura
experimenta, pode ser condatado que as disténcias obtidas usando agua como solvente
conduzem a0 mesmo resultado sobre os estados de protonac@o dos residuos de aminoécidos
estudados.

Em resumo, a comparagéo entre os vaores das disténcias otimizadas e aguelas obtidas
por crigtalografia de raios-X permite concluir que, no momento de formacdo do IT, o residuo
His385 estd neutro, enquanto os residuos das Lys22, Lys340 e LysA11l estéo protonados

(SOUZA e SANT'ANNA., 2008).
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5.4. MODELO POR HOMOLOGIA DA ENZIMA EPSPS DE Oryza sativa

Os vaores de RMSD para os a&omos Ga, entre 0 modelo e a cadeia A da estrutura
1X8R e a cadda A da edrutura 1G6S foram, respectivamente, 0,27 A e 0,23 A. Ha duas
inser¢des de residuos na sequéncia da EPSPS de O. sativa: Lys90-Asp91-Ala92-Asp93 e
Gly311-Pro313-Arg314-Glu315-Pro316- Tyr317-Gly318 as quais foram modeladas como
lagos na supeficie da enzima, longe do sitio ativo. O escore Z para todos os angulos diedros
improprios da edtrutura estéo dentro dos limites normais. Comprimentos de ligacdo e angulos
foram encontrados com desvios padrbes normais. O escore que representa quao bem as
conformagBes da cadeia principal de todos os residuos estéo nas &reas permitidas do gréfico
de Ramachandran (RAMACHANDRAN e SASISKEHARAN., 1968) esta dentro dos limites

esperados para model os bem refinados.
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Figura 5.3 Gréfico de Ramachandran do modelo homdlogo da O. sativa. As cruzes em
ciano e verde representam residuos localizados nas seqliéncias de inser ¢éo.
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Ignorando os residuos de glicina e prolina, apenas oito residuos estdo localizados fora das
areas pemitidas. So ées Glu89, Lys93, Asnl20, Leul54, Asp205, Lys320, His321 e
Lys361. Os residuos de Leul54 e Lys361 correspondem a residuos que também estéo fora das
areas permitidas nas enzimas moldes (Glul44 e Lys340). Os residuos Glu89, Lys93 e Lys340
estéo localizados nos lacos de insercdo. Nenhum dos trés residuos remanescentes estéo perto

da é&rea do sitio ativo que € aregido importante para as S mulagdes computacionas da reacéo.

5.5. MECANISMOS DE REACAO

Apbs definicdo dos estados de protonacdo dos residuos basicos do sitio ativo da
EPSPS e da construcdo do modelo homdlogo da enzima de uma espécie vegetd, O. sativa,
tendo como moldes as edtruturas cristdograficas 1X8R e 1G6S, foi desenvolvido o estudo dos
possiveis mecanismos da etgpa de eiminacéo da reacdn. Esses resultados sfo discutidos
separadamente para cada proposta mecanigtica, seguindo-se de uma comparacéo find entre
eles.

E importante notar que, pela andise das edruturas otimizadas, o residuo Lys26, que
corresponde a Lys22 na EPSPS de E. cali, estd do lado oposto de C3'. Logo, esse residuo néo
poderia atuar como o &cido que protona 0 metileno do PEP na etapa de adicdo, como sugerido
na literatura (ESCHENBURG et d., 2003; MYZIED et d., 2003). E necessiio adgum doador
de prétons para a formacdo do IT e 0 Unico residuo que pode atuar como doador de prétons e
esta do mesmo lado que C3' é Lys361.

Ha dois problemas com proposta: primeiro, 0 estudo dos estados de protonacdo
com a enzima mutante de E. coli levou a conclusfo de que todos os residuos de lisna estéo
protonados apds a formagdo do IT, incluindo Lys340, que é o residuo que corresponde a

Lys361; segundo, a distancia entre o N da cadeia lateral de Lys361 e C3' € longa no modelo
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da EPSPS de O. sativa, proxima a 3,5 A. Entretanto, é fécil aproximar aomos atraves de
torgdes da cadela laterd do residuo de lisna, com um baixo custo de energia. Portanto,
propomos que tanto a conformagdo adotada pela cadeia latera quanto o estado protonado
desse residuo, podem ser resultado de eventos ocorridos apos a formacdo do IT, que podem
ter ocorrido, porque a enzima mutante origind ndo foi cgpaz de concluir a reacéo, formando
EPSP e fodfato. Assm, diferente das outras lisinas, o residuo Lys361 foi considerado neutro
nos caculos do mecanismo de eiminacd com a EPSPS de O. sativa, uma vez que €le era o

Unico capaz de ser 0 &ido que protonou 0 d&omo C3 do PEP na etapa de adicéo.

5.5.1. GLU362 ATUANDO COMO BASE DIRETA NA ETAPA DE ELIMINACAO

No moddo construido da EPSPS de O. sativa, um dos oxigénios do residuo Glu362
esta a uma distincia de 2,26 A de um dos hidrogénios da metila do IT conforme mostrado na

Figura5.4.

Glu362

Figura 54 Intermediario tetraédrico (IT) e residuo Glu362 no modelo da EPSPS de O.
sativa; os demais residuos e moléculas de agua foram omitidos para maior
clareza. As cores vermeha, azul, cinza e amarea mostram,
respectivamente, oxigénios, nitrogénios, carbonos e fésforo.
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A digéncia, Glu362, na forma anibnica, torna-se um potencia candidato a ser a
base que abstrai um hidrogénio da metila provocando a saida do fosfato inorganico e levando
aformacdo da duplaligacdo do produto EPSP.

A Figura 55 mostra um esguema desse mecanismo proposto submetido a smulacéo
computaciona. A numeracdo adotada aravés deste Item e dos proximos é agpresentada na
figura A smulacdo computaciona da reacd em nosso modeo foi redizada aumentando as
disténcias d e . O aumento de d gproxima um dos hidrogénios do grupo metila do residuo
Glu362 e o aumento de @ provoca a saida do grupo fosfato. A permutacdo dessas disténcias

resultou em 50 estruturas cujos calores de formacéo foram ca culados apds otimizacéo.

0 0

@
Cco, %{ Gluss2 co(? 2 Glu362
1 €] ¢

(@)
2 2- OH
&opo3 ) coo’
d, '

2 W 5 o PO~
O3PO 4 H ®) H.C——H _203PO\\\ i (e} CH2 N

H 2 5

3 3' dl é

OH OH

Intermediério da reacéo EPSP

Figura 55 Descricdo do mecanismo estudado, com Glu362 atuando como catalisador
basico na etapa de diminacéo para a formacao do produto EPSP.

Com o cdculo dos caores de formagdo para cada estrutura, obtivemos 50 pontos que

foram utilizados para condruir a superficie de entdpia relativa, de nosso modelo, em funcéo

ded; e dy, mostradanaFigura5.6.
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Figura 5.6 Superficie da entalpia de reacdo, com Glu362 atuando como uma catalisador
bésico na etapa de eiminacdo para a formacao do produto EPSP.

Observando-se a Figura 5.6, pode-se condtatar que este mecanismo de reagdo nao deve
ser concertado, porque no caminho de menor entalpia ha um adiantamento na saida do grupo
fosfato, quando comparada com a perda do préton pela metila. Isto sugere que o caminho
mais favorave para que este mecanismo e redize envolve duas etapas. Na primeira etapa ha
a saida do grupo PO 3_, formando um carbocétion. Na segunda etapa o residuo basico Glu362
catalisaria a retirada de um préton da metila formando o produto EPSP. 1sso pode ser melhor
observado através do grafico com os contornos da superficie de entalpia em funcdo de d e db

mostrado na Figura5.7.
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Figura 5.7 Superficie com os contornos de entalpia da reagdo, com Glu362 atuando
como um catalisador basico na etapa de diminacdo para a formacdo do
produto EPSP.

Pode-se congtatar que para ocorrer a primeira parte da reacdo, saindo o grupo fosfato e
formando o cabocdion, €é necesskio Ultrgpassr uma barera de entdpia de
aproximadamente 36 kcal/mol. Apbés a formacdo do carbocétion ocorre a abstracéo do
hidrogénio da metila peo Glu362 apbs ultrgpassar uma barreira de entalpia de 30 kcal/mol,
formando o produto EPSP.

Com o objetivo de obter informagBes sobre as razdes da estabilidade do carbocétion
intermedidrio, foi avdiada a carga do carbono C2 do fragmento do PEP e do &omo de
oxigénio ligado a e, em fun¢do da digéncia d,. Com os vaores das cargas desses dois
domos, caculadas para cada estrutura com a distancia d fixa em 1,09 A, foram congtruidas

as duas curvas mostradas na Figura 5.8.
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Figura 5.8 Cargas do carbono C2 (em vermelho) e do oxigénio ligado ao carbono C5
(O5) em funcéo da distancia d,; neste grafico, o valor de d, foi mantido fixo
em 1,09 A.

Através da observacdo da Figura 5.8, pode se constatar que a carga parcia postiva de
C2 tem de inicio um aumento, mas logo a seguir um decréscimo, edtabilizando-se.  Pode-se
condatar também que, pela diminuicdo do vaor da carga parcid negeiva, 0 oxigénio ligado a
C5 (e a C2) comporta-se como um doador de eérons por ressonancia, sendo por isso
responsavel pela estabilizacdo do carbocétion.

A Figura 5.9 mostra as duas etgpas (mecanismo do tipo E1) baseadas nos resultados
obtidos através da smulacdo computacional da etapa de diminacdo da reacdo entre 0 S3P e 0
PEP catdlisado pela EPSPS de O. sativa. Na primeira etapa ocorre a saida do fosfato com
formacdo de um carbocétion no &omo de carbono C2'. Esse carbocétion é estabilizado pelo
aomo de oxigénio ligado a de. Na segunda etapa, 0 residuo Glu362 abstrai um préton da

metila do fragmento do PEP formando o produto EPSPS.
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Figura 5.9 Mecanismo proposto da reacdo com Glu362 atuando como catalisador basico
na etapa de eliminacéo para a formacao do produto EPSP.
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5.5.2. ASP334 ATUANDO COMO BASE DIRETA NA ETAPA DE ELIMINACAO

No modelo congtruido da EPSPS de O. sativa, um dos éomos de oxigénio do residuo
Asp334 esta a uma distancia de 2,58 A de um dos hidrogénios da metila do IT, conforme
mostrado na Figura 5.10. A diséncia, Agp334 também é um possivel candidato a ser o
catdisador basico que participa diretamente da etapa de diminacdo do mecanismo de reacéo

entre 0 S3P e o0 PEP catalisada pela EPSPS de O. sativa.

Figura 5.10 Intermediério tetraédrico (IT) e residuo Asp334 no modelo da EPSPS de O.
sativa. Os demais residuos e moléculas de agua foram omitidos para maior
clareza. As cores vermeha, azul, cinza e amarela mostram,
respectivamente, oxigénios, nitrogénios, carbonos e fésforo.

Nessa proposta de mecanismo, o residuo Asp334 é a base que abstrai um &omo de
hidrogénio do grupo metila provocando a saida do grupo PO;*, levando & formacdo do
produto EPSP. A Figura 5.11 mostra um esguema desse mecanismo, com participagcéo direta
do Asp334. A smulacdo computaciona dessa proposta de mecanismo, em nosso modeo, foi
redlizada aumentando-se as distdncias d e . O aumento da distncia di aproxima um &omo

de hidrogénio, ligado a metila do IT, do residuo Asp334 e 0 aumento da distancia & provoca
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a saida do grupo fosfato levando a formacdo do produto EPSP. A permutacd0 dessas

disgéncias resultou em 50 edtruturas cujos caores de formacdo foram caculados apds

otimizac&o.
COz COy
OPOz? PO,
3 CO, /OH
d2 4
- )\mmcoz' —_— . /K + % C\\ Asp334
-2 W w
O3zPO Y (@) 2 W
3 : H, 03PO 0 Ch
OH =
Intermedi &i o tetraédrico dy OH

H EPSP

1
]

0
?_C/ A9334

\
0

Figura 5.11 Descricdo do mecanismo estudado, com Asp334 atuando como catalisador
basico na etapa de eliminacéo para a formacéo do produto EPSP.

A0 se observar as 50 edtruturas, pode-se congtatar que houve a formacdo da dupla

ligacd do produto EPSP com a liberacdo do fosfato. Com o respectivo calor de formacéo

reativo, caculado para cada estrutura, foram obtidos 50 pontos utilizados para congtruir a

superficie de entalpia relativa deste model o, em funcéo de d; e d», mostrada na Figura 5.12.
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Figura 512 Superficie da entalpia de reacdo referente ao mecanismo com Asp334
atuando como catalisador basico na etapa de eiminagédo para a formacéo do
produto EPSP.

A andie da supeficie de entdpia, modrada na Figura 5.12, permite definir o
caminho ¢ menor energia para esta etapa de eiminacdo com participacdo do Asp334 atuando
como base direta. Observa-se na superficie que o caminho de menor energia novamente néo é
0 concertado, mas agora ocorre primeiro a saida do H da metila, formando um carbanion; em
seguida, ocorre a saida do PO, levando ao produto EPSP. A formagio de carbanions é um
evento observado em agumas reacles catdisadas por enzimas, mas 0s carbanions formados

sf0 gerdmente edtabilizados por grupos vizinhos capazes de dedocdizar a carga por
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ressonancia ou pela presenca de cargas positivas em aomos vizinhos, como demonstrado para
aenzima b-cetodcido desidrogenase (MACCHIUS et d., 2006). Uma excessdo notavel parece
s a orotidina 5 -monofosfato  descarboxilase (OMPDC). Resultados experimentas indicam
gue a saida de CO, do subgtrato orotidina 5'-monofosfato envolve um intermedi&rio do tipo
carbanion, sem efeitos classcos de estabilizacdo (TOTH et d., 2007). Embora estrutural mente
bastante diferente da EPSPS, esse resultado da OMPDC indica que a formagéo de carbanions
ndo estabilizados é um evento possivel nos Sitios ativos enzimaticos.

Os reaultados obtidos nesta modelagem da reaco sugerem que a etgpa de eiminacdo
da reacéo entre o S3P e o PEP com participacdo do Asp334 como base direta ocorreria em
duas etgpas, com um mecanismo do tipo E1cB. As bareras de entapia envolvidas nessas
duas etgpas podem ser observadas com o gr&fico da superficie de contornos de entalpia em

funco das disténcias d; e d, mostrado na Figura 5.13.

3,2
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1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2
distanciad, (A)

Figura 5.13 Superficie com os contornos de entalpia referente a0 mecanismo com
Asp334 atuando como catalisador basico na etapa de eliminacdo para a
formacéo do produto EPSP.
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Ao se observar a Figura 5.13 pode-se constatar que, para ocorrer a primeira etapa com
formacdo do carbénion, € necessario ultrgpassar uma barreira de energia entre 30 e 35
kcal/mol. Apos a formagdo do carbénion, € necessirio ultrgpassar uma barreira de energia
entre 15 e 20 kca/moal paraocorrer a diminacdo do fosfato e formar a EPSP.

Com o objetivo de obter informagbes sobre a estabilidade da formacdo do carbanion

foram avaiadas as cargas de dguns &omos da estrutura, apresentadas na Figura 5.14.

04__ A 4 A\ 4 7/' W
1 | /
0,2
0,0
0 ]
o 27 T
S 04+ e
0,6 \
-0,8 - e o
I T I T I T I T I T I T I T I 1
10 12 1,4 16 18 20 22 24
distancia d, (A)

Figura 5.14. Cargas do atomos C1' (azul), C2' ( preto) e C3' (vermeho); do oxigénio que
liga o grupo fosfato a C2' (ciano) e do oxigénio ligado aos atomos C2' e C5
(verde) em funcdo da distancia d;. Distancia d esta fixa em 1,38 A

As curvas de C1' e dos dois aomos de oxigénio mostram que ndo ha variacéo
dgnifictiva nas carges. Pode ser observado, como esperado, um aumento significativo na
carga parcid negativa de C3. A curva de C2 modra vaores de carga parcia sempre
positivos, com pequeno aumento quando C3' se torna mas negativo. Essa carga parcid
positiva pode ser resultado da ligagdo de C2' aos dois aomos de oxigénio e deve facilitar a
formacdo do carbanion em C3'. Esses resultados sugerem que, dos &omos vizinhos, gpenas

C2 pode ter dlguma participacéo na estabilizacéo do carbanion formado.
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Os resultados obtidos, partindo-se do intermedi&io da reacdo, sugerem como possivel
mecanismo a participacd do residuo Asp334 como um cadisador bésico, abstraindo um
hidrogénio do grupo metila e levando & formacdo de um carbénion. Apds a formacdo deste
carbanion ocorre a liberagdo do fosfato e a formacdo do produto EPSP. Baseado nestes

resultados pode-se constatar que o caminho mais favordvel para que este mecanismo proposto

se redlize, em nosso modelo, envolve as duas etgpas mostradas na Figura 5.15.
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Figura 5.15 Mecanismo proposto da reacdo com Asp334 atuando como uma base na
etapa de diminacao para a formacao do produto EPSP.
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5.5.3. LY S$432 ATUANDO COMO ACIDO E GLU362 ATUANDO COMO BASE
DIRETA NA ETAPA DE ELIMINACAO

No modelo congtruido da EPSPS de O. sativa, um dos @&omos de hidrogénio do N da
cadeia lateral da Lys432 estd a uma distncia de 1,70 A de um dos oxigénios do grupo fosfato
do fragmento do PEP do IT. A posicdo dos residuos Glu362 e Lys432 e do intermedi&io no

modelo congtruido sdo mostrados na Figura 5.16.

Glu362
2,26 A\

¥

Figura 5.16 Posicao do intermediério tetraédrico (I T), dos residuos Glu362 e Lys432 no
modelo da EPSPS de O. sativa. Os demais residuos e moléculas de agua
foram omitidos para maior clareza. As cores branca, vermelha, azul, cinza
e amarela mostram, respectivamente, os atomos de hidrogénio, oxigénio,
nitrogénio, carbono e fosforo.

Nessa terceira proposta de mecanismo, ocorre catdlise &ida para a etapa de iminacdo
com LysA32 doando um préton para um dos oxigénios do grupo fosfato do fragmento do PEP
formando o mehor grupo de saida hidrogenofosfato, enquanto Glu362 atua como a base que

abstra um proton do grupo metila formando a dupla ligagdo entre C2° e C3' e provocando a
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saida do fosfato protonado e formando o produto EPSP. A Figura 5.17 mostra um esquema

desse mecanismo.
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OH EPSP

Intermedi & arlo dareagao

Figura 5.17 Descricdo do mecanismo estudado, com catdlise acida de Lys432 e catélise
basica de Glu362.

Como agora hé& 3 coordenadas de reacdo, a sSmulacdo computaciona da catdise &cida
com a participacdo de LysA32 e Glu362 foi redizada em duas partes. Na primeira parte, a
digancia d; foi variada de 1,03 A até 2,33 A com incrementos de 0,3 A. O aumento de d
goroxima um aomo de hidrogénio de Lys432 de um &omo de oxigénio do grupo fosfato. A
variagdo de d; resultou em sete estruturas que foram otimizadas e seus caores de formacéo

caculados, conforme representado no grafico da Figura 5.18.

107



DH relativo (kcal/mol)
N
]

6
g
10 4 /'

-12 4 T
10 12 14 16 18 20 22 24

Distanciad_(A)

Figura5.18 Calor deformacao relativo calculado em funcéo da distancia d;.

Pode ser observado que hd um aumento do calor de formacd com o aumento da
distincia, sendo o0 maior vaor deste quando d esta proximo de 1,30 A. Apds este méximo o
cdor de formecd diminui de forma dgnificativa aé a ditancia d; proxima a 1,70 A,
aumentando novamente a seguir. Este resultado sugere um intermedi&io proximo desse ponto
depois de ultrgpassar uma barreira de aproximadamente 7 kca/mol.

Na segunda parte, a distancia d foi mantida livre, a distancia ¢ foi variada de 1,10 A
até 2,30 A, com incrementos de 0,30 A, eadistdncia & foi variada de 1,40 A até 3,20 A, com
incrementos de 0,20 A. O aumento da disténcia dz aproxima um &omo de hidrogénio, que
eda ligado a metila do IT, do residuo GIu362 e o aumento da disténcia s provoca a saida do
grupo hidrogenofosfato. A permutacéo dessas distancias resultou em 50 estruturas otimizadas
cujos caores de formagdo foram caculados.

Ao se observar as 50 estruturas, pode-se congtatar que houve a formagéo do EPSP com

a liberacdo do &nion hidrogenofosfato. Com os respectivos calores de formacdo, calculados
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para cada estrutura, obtivemos 50 pontos que foram utilizados para congtruir a superficie de

entapiardativaem funcdo de d, e d; (Figura5.19).

Jmol)

DH retativo (keal

Figura 519 Superficie de entalpia rélativa, referente ao mecanismo mecanismo com
Glu362 atuando como catalisador basico, em fungéo das disténcias d, e ds,

apos protonacdo do grupo de saida fosfato pelo residuo Lys342.

Observando a Figura 5.19 condata-se que a smulacéo da reacéo ocorre aravés de um
processo ndo concertado. O caminho de menor custo energético, nesta reacdo, ocorre primeiro
com a abstragdo do préton peo Glu362, formando um carbanion no carbono C3 do fragmento
do PEP. Apds a formacdo do carbanion ocorre a liberacdo do grupo do hidrogenofosfato com
a formacdo do produto EPSP. As barreiras de entdpia envolvidas nessas duas etgpas podem

ser observadas com o gréfico da superficie de contornos de entdpia em funcdo de dr e s

mostrado na Figura 5. 20.
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Figura 5.20. Superficie com os contornos de entalpia, referente ao mecanismo com
Glu362 atuando como catalisador basico, em funcéo das distancias d, e ds,
apos protonacdo do grupo de saida fosfato pelo residuo Lys342.

A andise da Figura 5.20 mostra que para ocorrer a etgpa de formacéo do carbanion é
necessaio Ultrgpassar uma barreira de entdpia de aproximadamente 35 kcd/mol. Apés a
formacdo do carbanion ocorre a saida do hidrogenofosfato com uma barreira de entapia de
goroximadamente 5 kcad/mol, formando o produto EPSP em um processo exotérmico,
diferente do mecanismo sem catdise &cida

Com o objetivo de obter informagdes sobre as razoes da estabilidade do carbanion

foram avaliadas as cargas em &omos da estrutura, mostradas na Figura 5.21.
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Figura 5.21. Evolugdes das cargas dos atomos C1' (azul), C2' (vermeho), C3' (verde);
do &tomo de oxigénio que liga o grupo fosfato a C2' (ciano) e do oxigénio
ligado a C2' e a C5 (preto) em funcdo da disténcia ¢ (distancia d; fixa em
1,38 A).

As cargas do aomo de carbono C1' e do aomo de oxigénio que liga o grupo fosfato
a0 aomo de carbono C2' ndo sofrem dteracdo significativa com a formacdo do carbanion. A
caga de C3 aumenta de forma sgnificativa, como esperado, enquanto que a carga de C2
modgtra valores sempre podtivos, com pequeno aumento quando C3 se torna mas negetivo.
Como observado para 0 mecanismo com Asp334 atuando como base direta, carga parcia
positiva pode ser resultado da ligagdo de C2' aos dois &omos de oxigénio. Esses resultados
sugerem que, dos &omos vizinhos, gpenas C2' pode ter dguma participacéo na estabilizacéo

do carbanion formado.

A andise da participacdo de Lys432 atuando como &cido e de Glu362 como base, na
etapa de eliminacdo do mecanismo de reacdo entre S3P e PEP catdisado pela EPSPS, conduz
a formagdo do produto EPSP. Os resultados sigerem que esse mecanismo de reacdo poderia
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ocorrer em trés etapas (Figura 5.22). Na primera etgpa, um aomo de oxigénio do fosfato

abstrai um préton de Lys432, formando um IT protonado (IT-H). Na segunda etapa, 0 Glu362

abstra um préton da metila do fragmento do PEP formando o carbanion no carbono C3' do

fragmento do PEP. Apés a formacéo do carbanion ocorre a liberagdo do fosfato protonado e

formacdo do produto EPSP.
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Figura 5.22. Esquema proposto com 3 etapas para 0 mecanismo de eliminacdo, com as
participacdes de Lys432 atuando como catalisador acido e Glu362 atuando

como catalisador basico.
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5.5.4.LYS432 ATUANDO COMO ACIDO E ASP334 ATUANDO COMO BASE
DIRETA NA ETAPA DE ELIMINACAO

Nessa proposta de catdlise &cida para a etgpa de eiminacdo, baseada nas distancias
entre os residuos Asp334, Lys432 e o IT (Figura 5.23), 0 residuo Lys432 atua como é&cido
doando um préton para o aomo de oxigénio do grupo fosfato e o residuo Asp334 atua como a
base que abstra um &@omo de hidrogénio do grupo metila provocando a saida do

hidrogenofosfato e formando o produto EPSP.

Figura 5.23. Posicdo do intermediario tetraédrico (IT), de Asp334 e de Lys432 no
modelo da EPSPS de O. sativa. Os demais residuos e moléculas de agua
foram omitidos para maior clareza. As cores branca, vermeha, azul, cinza
e amarela mostram, respectivamente, os atomos de hidrogénio, oxigénio,
nitrogénio, carbono e fosforo.
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A Figura5.24 mostra um esquema desse mecanisSmo proposto.
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Figura 5.24. Descricdo do mecanismo estudado, com catalise &cida de Lys432 e catalise
basica de Asp334.

A smulacdo computaciond da catdlise com a participacdo dos residuos Lys432 e
Asp334 em nosso modelo foi redlizada em duas partes. Na primeira parte, a distancia d foi
variada de 1,03 A aé 2,33 A com incrementos de 0,3 A, como descrito no mecanismo
anterior, que tem em comum essa etapa do mecanismo (Figuras 5.17 € 5.18).

Na segunda parte, a digéncia d; foi mantida livre a patir desse minimo locd, a
distncia @ foi variada de 1,10 A até 2,30 A, com incrementos de 0,30 A e a distancia & foi
variada de 1,40 A até 3,20 A, com incrementos constantes de 0,20 A. O aumento da distancia
d> gproxima um préton da metila do residuo Asp334 e 0 aumento de ¢ provoca a saida do
grupo fosfato. A permutacdo dessas distancias resultou em 50 estruturas cujos caores de

formagao foram ca culados gpds otimizacéo.
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Com os respectivos caores de formacao, caculados para cada estrutura, obtivemos 50
pontos que foram utilizados para condruir a superficie de entdpia relativa, de nosso modelo,

em fungdo de d, e d3, mostrada na Figura 5.25.

[0
o

tivo (kcal/mol)

DH rela

N
o

Figura 5.25. Superficie de entalpia relativa, com Asp334 atuando como catalisador
basico, em fungéo das distancias d, e d, apos protonagdo do grupo de
saida fosfato pelo residuo Lys342.

Observando a Figura 5.25 constata- se que parte da reacdo pode ocorrer atraves de
um processo concertado, com a saida do hidrogenofosfato simultaneamente acontecendo com
a abstracdo do &omo de hidrogénio peo residuo Asp334. Alternativamente, o perfil da
superficie indica que pode ocorrer 0 processo de forma ndo concertada, em duas etapas. Na
primeira etapa, ocorre a saida do grupo fosfato protonado levando a formacdo de um
carbocétion no carbono C3'. Apés a formacdo do carbocétion, o residuo Asp334 abstrai um

&omo de hidrogénio da metila formando o produto EPSP.
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Com o objetivo de avdiar as bareras de energia envolvidas nessas etgpas, foi
congtruido outro gréfico com os contornos da superficie de entapia em funcdo de d, e ds

mostrado na Figura 5.26.

Distancia d, (A)

. —— . .
14 16 1,8 20 22 24 26 28 3,0 32

Distancia d, (A)

Figura 5.26. Superficie com os contornos de entalpia, com Asp334 atuando como
catalisador basico, em funcéo das distancias d, e ds, apos protonagéo do
grupo de saida fosfato pelo residuo L ys342

A andise da Figura 5.26 mostra que para ocorrer a formacdo do carbocétion €&
necessario ultrapassar uma barreira de aproximadamente 50 kcal/mol. Apés a formacdo do
carbocétion ocorre a abstracdo do préton da metila pdo Agp334, sendo necess&rio ultrapassar
uma barreira de entdpia de aproximadamente 13 kcal/mol. O processo concertado (diagonal
do gré&fico) envolveria uma barreira de entapia de aproximadamente 63 kcal/mol.

Com o objetivo de obter informagBes sobre a edtabilidade do carbocétion foram
avdiadas as evolugbes das cargas nos aomos Cl', C2' e C3'. Foram avaliadas também as

cargas do aomo de oxigénio ligado a C2' ea C5 (Figura 5.27).
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Figura 5.27. Evoluacdo das cargas nos atomos C1' (azul ), C2' ( vermeho), C3' (verde) e

do oxigénio ligado a C2 e a C5 (preto) em funcdo da distancia ds. A
distancia d; esta fixaem 1,10 A

As curvas mostram que as cargas dos carbonos C1' e C3 ndo sofrem ateragOes
sgnificaticas com a formagéo do carbocétion. Pode ser observado que, com o afastamento do
fofato, a carga parcid podtiva de C2 tem um aumento seguido de uma reducgéo,
edabilizando-se, enquanto a denddade eetrdnica do oxigénio diminui consderavel mente.
Esees resultados mosran que o &omo de oxigénio é o principd responsavel pea
estabilizacdo do carbocation.

A andise da participacéo da Lys432 atuando como catdisador &cido seguido da
participacdo do Asp334 atuando como cataisador basico, na etapa de eiminacdo entre o S3P
e 0 PEP catalisado pela EPSPS de O. sativa, liberando fosfato protonado conduz a formacéo
do produto EPSP. Os resultados dessa smulagéo computacional sugerem que esse mecanismo
pode, apls a etapa de protonacdo  grupo fosfato, seguir um mecanismo concertado ou um
mecanismo com duas etapas adicionais. A Figura 5.28 modra um esguema com trés

etgpas, congtruidas a partir da andlise desses resultados.
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Figura 5.28. Esquema com as trés etapas propostas para a reacdo de eliminacdo,

sugeridas ap6s avaliacdo dos resultados, com as participacdes de Lys432
atuando como catalisador &cido e de As334 atuando como catalisador

bésico.
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5.5.5. ASP334 ATUANDO COMO CATALISADOR BASICO INDIRETO NA ETAPA
DE ELIMINACAO

No modelo construido da EPSPS de O. sativa, um dos a&omos de oxigénio do Asp334
estd a uma distancia de 1,87 A do &omo de hidrogénio do grupo OH ligado a0 carbono C4 do

IT (Figura5.29).

Figura 5.29. Intermediério tetraédrico (IT) e residuo Asp334 no modelo da EPSPS de O.
sativa. Os demais residuos e moléculas de agua foram omitidos para maior
clareza. As cores branca, vermelha, azul, cinza e amarela mostram,
respectivamente, atomos de hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, carbono e
fosforo.

Devido a proximidade, o residuo Asp334 também poderia abstrair o hidrogénio
da hidroxila do carbono C4. O a&omo de oxigénio desprotonado abstrairia um &omo de
hidrogénio da metila, formando a dupla ligagdo e provocando a saida do grupo fosfato. Este
mecanismo de reacdo para a etapa de diminacdo foi proposto por Eschenburg e colaboradores
(ESCHENBURG et al., 2003) para a reacéo entre o S3P e 0 PEP catalisado pela EPSP sintase

daE. coli. Um esguema desse mecanismo de reacéo € mostrado na Figura 5.30.
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Figura 5.30. Proposta de reacao, onde o residuo Asp334 desprotona o grupo OH ligado a
C4. O aomo de oxigénio desprotonado abstrai um atomo de hidrogénio do
grupo metila provocando a saida do grupo fosfato e formacgéo do produto

EPSP (ESCHENBURG et al., 2003).

A smulacéo computaciona da etapa de eiminacéo da reacdo entre 0 S3P e 0 PEP,

catalisada pela EPSPS de O. sativa com participacdo do Asp334 através de um processo

indireto, foi redizada em duas partes. Na primeira parte, a distancia d foi variada de 0,96 A

aé 2,76 A com incrementos de 0,3 A. O aumento de d; aproxima o &omo de hidrogénio do

grupo OH, ligado a0 C4 de um dos &omos de oxigénio do Asp334. A variacdo ce d; resultou

em sete edtruturas que foram otimizadas e seus caores de formacdo calculados (Figura 5.31).
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Figura5.31. Valores de calor deformacao relativo em funcdo da distancia d;.

Pode ser observado na Figura 5.31, que com o aumento da distancia d, ha um aumento
do calor de formagio. Proximo de 1,60 A o cdor de formagio atinge um ponto de maximo
diminuindo em seguida. Essa diminuicgo ocorre até a disténcia préxima de 1,90 A, quando o
cdor de formacéo ainge um ponto de minimo aumentando em seguida. Esse resultado sugere
um intermedi&rio proximo da distanciade 1,90 A.

Ao se observar o gréfico da Figura 5.31 pode-se congtatar que para ocorrer a primeira
parte dessa reacdo € necessario ultrapassar uma barreira de entapia de aproximadamente 42
kca/mal.

Com o aomo de oxigénio ligado ao C4 desprotonado, foi iniciada a segunda parte da
reaci0 com a distdncia d mantida livre em 1,79 A. A distancia ¢ foi variada de 1,04 A até
2,29 A, sendo o primeiro incremento de 0,35 A e os outros de 0,30 A. A distancia ¢ foi

variada de 1,38 A até 3,18 A, com incrementos constantes de 0,20 A. O aumento da distancia
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d> aproxima um &omo de hidrogénio da metila do &omo de oxigénio desprotonado, ligado
a0 carbono C4, e o aumento da disténcia ¢ provoca a saida do grupo fosfato. A permutacéo
dessas digténcias resultou em 50 edruturas otimizadas cujos cdores de formagdo foram
calculados.

A0 se observar as 50 estruturas, pode-se congtatar que houve a formagdo da EPSP com
a liberacdo de fosfato. Com os respectivos caores de formagdo, caculados para cada
edrutura, obtivemos 50 pontos que foram utilizados para congruir a superficie de entapia

relativa, de nosso modelo, em fungéo de d; e ds; e que so mostrada na Figura 5.32.

Figura 5.32. Superficie de entalpia do mecanismo com o Asp334 atuando como uma base
indireta, construida em fungéo das distancias d, e da.

Observando a Figura 5.32 constata-se que essa reacdo ocorre através de um processo

ndo concertado. No caminho de menor entalpia ocorre iniciamente a abstracdo de um &omo

de hidrogénio do grupo metila, conseqlientemente levando a formacdo de um carbanion. Apds
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a formacé do carbanion ocorre a saida do fosfato levando a formagdo do produto EPSP
através de um processo exotérmico.
Com o objetivo de avdiar as barreiras de energia envolvidas nessa parte da reacéo, foi

congtruida o gréfico com os contornos de entalpiaem funcéo de d, e ds (Figura 5.33).
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Figura 5.33. Superficie com os contornos de entalpia referente ao mecanismo com o

Asp334 atuando como base indireta, construida em funcgéo das disténcias
d2 e d3.

A Figura 5.33 mostra que para ocorrer a formacdo do carbanion, nesta parte da reacao,
€ necessio Uultrapassar uma bareira de entdpia de aproximadamente 20 kca/mol em um
processo exotérmico. Apds a formacdo do carbénion ocorre a saida do fosfato inorgénico
formando a EPSP, sendo necessario ultrgpassar uma barreira de entapia de 10 kcal/moal,
também através de um processo exotérmico.

Para obter informagbes sobre as razdes da estabilidade do carbanion, foi avaiada a

evolugdo da carga do oxigénio ligado ao carbono C4 e dos carbonos C3' e C2'. A Figura 5.34
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mostra trés curvas congruidas com os vaores das cargas, dessdes aomos, em funcdo da

distancia d,, mantendo fixaadistanciads em 1,42 A.
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Figura 5.34. Evolucdo da carga em funcdo da disténcia dp, para o &tomo de oxigénio
ligado ao carbono C4 (curva em preto), de C3 (curva em vermelho) e de
C2 (curvaem verde). A distancia ds esta fixaem 1,42 A.

Observando a Figura 5.34 pode ser constatado, como esperado pela migracdo do
préton, que a carga negativa do &omo de oxigénio diminui a medida que a carga negativa do
aomo de carbono da metila aumenta; novamente, observa-se que a carga do carbono C2' é
postiva e dta desde o inicio, aumentando ligeiramente até o find. Essa carga postiva
adjacente deve ser um dos fatores que facilitam a formagéo do carbanion no mecanismo.

Foi avdiada a evolugdo das cargas dos aomos de carbono C2' e C3' em funcéo da
disthncia ds, mantendo a distancia @ fixa em 2,29 A. Dessa forma, as cargas sho avaiadas

desde o instante da formag&o do carbanion até a formagéo do produto EPSP (Figura 5.35).
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Figura 5.35. Evolucdo da carga do atomo C3', em preto, e do a&omo C2', em vermeho,
em funcdo da distancia d; e com a distancia d, fixada em 2,29 A.

Pode ser observado na Figura 5.35 que, a medida que o fosfato se afasta, a0 nvés da
carga parcia podtiva de C2° aumentar, ea se reduz, mostrando o fluxo de carga de C3' para
ele, congruindo a ligacdo p. Pode ser observada também uma smetria bem acentuada entre as
duas curvas. Esta smetria indica uma troca de densdade detrnica predominantemente entre
estes dois &omos.

A andlise dos resultados da participacdo do Asp334 atuando como catalisador basico,
através de um processo indireto, sugere que esse mecanismo de reacdo poderia ocorrer em trés

etgpas como mostra a Figura 5.36.
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Figura 5.36. Esquema proposto com 3 etapas para 0 mecanismo de diminacdo, com a
participacdo indireta do residuo Asp334, inicialmente abstraindo o
hidrogénio ligado a hidroxila do carbono C4.

Essa smulacdo computaciona da etgpa de eliminagéo, do mecanismo de reacéo entre

0 S3P e o0 PEP catadisado pela EPSPS de O. sativa, conduz a formacéo do produto EPSP. A

andise deses resultados permitem concluir que esta € uma possivel rota da etgpa de

eiminacéo do mecanismo de reagéo entre 0 S3P e o PEP catalisado pela EPSPS.
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5.5.6. LYS432 ATUANDO COMO ACIDO E DO ASP334 ATUANDO COMO BASE

INDIRETA NA ETAPA DE ELIMINACAO

Como dito antes, no modelo construido da EPSPS de O. sativa, um dos &omos de
hidrogénio da Lys432 estd a uma distancia de 1,70 A de um dos &omos de oxigénio do grupo
fosfato do fragmento do PEP do IT. Neste modelo, também pode ser observado que um dos
domos de oxigénio do Asp334 estd a uma distdncia de 1,87 A do hidrogénio da hidroxila

ligada ao carbono C4 (Figura 5.37).

Figura 5.37. Representacdo do IT e dos residuos Asp334 e Lys432 no modelo da EPSPS
de O. sativa. Os demais residuos e moléculas de agua foram omitidos para
maior clareza. As cores branca, vermeha, azul, cinza e amarela mostram,
respectivamente, os atomos de hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, carbono e
fosforo.
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Nessa proposta, Lys432 doa um préton para um dos oxigénios do grupo fosfato do
fragmento do PEP e o residuo A$p334 atua como o catalisador basico que abstra um &omo
de hidrogénio da hidroxila ligada a0 carbono C4. O &omo de oxigénio desprotonado ligado
a0 carbono C4 abstra um a@omo de hidrogénio da metila do IT, provocando com isso a saida
do grupo fosfato protonado e formagdo do produto EPSP. A Figura 5.38 mostra um esquema

dessa proposta de reacéo para a etapa de eiminagéo.
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Figura 5.38. Descricdo do mecanismo estudado, com catalise acida de Lys432 e catalise
bésicaindireta de Agp334.

A smulagcdo computaciond do mecanismo com a participacéo de Lys432, atuando
como catalisador &cido, e de Agp334, atuando como catalisador basico através de um processo
indireto, foi redizada em duas pates. Na primera pate, as digancias d; e dy foram
dmultaneamente aumentadas em incrementos congtantes. O aumento de d; goroxima o
aatomo de hidrogénio da Lys432 de um dos &omos de oxigénio do grupo fosfato do

fragmento do PEP, enquanto o aumento da distncia @ provoca a saida do grupo fosfato. Na
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segunda parte da smulacdo dessa reacdo, as disténcias d; e ds foram Smultaneamente
aumentadas em incrementos condtantes. O aumento de ds agproxima o &omo de hidrogénio
metilico do &omo de oxigénio da hidroxila ligada a0 &omo de carbono C4, enquanto o
aumento de d, gproxima o aomo de hidrogénio dessa hidroxila do &omo de oxigénio do
carboxilato de Asp334.

A digtdncia d foi variada de 1,03 A a 2,43 A com incrementos constantes de 0,30 A,
enquanto a distancia ¢ foi variada de 1,40 A até 3,00 A com incrementos constantes de 0,20
A. A permutagio dessas distAncias resultou em 54 estruturas otimizadas cujos caores de
formacdo foram caculados. Com os respectivos calores de formacdo, calculados para cada

edtrutura, foram obtidos 54 pontos utilizados para congtruir a superficie de entapia réeativa,

do modedo, em funcdo de d; e d, (Figura 5.39).
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Figura 539. Primeira parte da superficie de entalpia do mecanismo, com Lys432

atuando como catalisador acido e Asp334 atuando como catalisador basico
indireto, congtruida em funcéo das disténcias d; e ds.
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Observando a Figura 5.39 constata-se que ha um caminho ndo concertado, no qua
ocorre primeiro a abstracéo do aomo de hidrogénio da Lys432 pelo domo de oxigénio do
fodfato, formando um IT protonado (IT-H). Apds a formacdo do IT-H ocorre a saida do grupo
do hidrogenofosfato, formando um carbocation. Entretanto, pode ser observado também que
h& um mecanismo aproximadamente concertado aternativo, conectando o IT e o carbocétion.

Com o objetivo de avdiar as barreiras de entalpia envolvidas nessa parte da reacéo, foi
congtruido um grafico com os contornos da superficie de entalpia em funcdo das disténcias d

e dy, mostrado na Figura 5.40.
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Figura 5.40. Primeira parte da superficie com os contornos de entalpia do mecanismo,

com LysA32 atuando como catalisador acido e Asp334 atuando como
catalisador basico indireto, em funcdo das distancias d; e da.

Observando essa figura, pode ser condatado que O mecanismo gproximadamente
concertado, que leva ao carbocaion com liberagdo do hidrogenofosfato, ocorre a um custo

entapico praticamente nulo.
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Com o objetivo de obter informagBes sobre a edtabilidade do carbocétion foram

avaliadas as cargas de aguns &omos da estrutura, representadas na Figura 5.41.
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Figura 5.41. Evolucdo das cargas dos atomos C1' (azul), C2' (vermelho), C3' (verde) do
oxigénio ligado a C2 e C5 (preto) em funcdo da disténcia d, e com a
distancia d; fixaem 2,23 A.

Pode ser constatado que as cargas de C1' e C3' ndo sofrem variacOes consderdveis. A
caga pacid negativa do &omo de oxigénio, ligado a C2 e C5, sofre uma diminuicdo
condderavel enquanto a carga parcid podtiva de C2 tem um aumento, diminuindo em
seguida. Esses resultados mostram que com a quebra da ligacdo com o fosfato ha inicidmente
uma diminuicdo da densdade detrbnica de C2° que, a seguir, € estabilizada pela carga
negativa cedida peo oxigénio. A andise desses resultados permite concluir que o carbocétion
€ estabilizado pelo &omo de oxigénio ligado ao carbono C2' e Cb.

A segunda parte da smulacdo computaciond foi redizada variando-se as distancias ¢
e ds, mostradas na Figura 5.35. A distancia ¢ foi variada de 1,10 A a 2,30 A com incrementos
constantes de 0,20 A enquanto a digéncia ds foi variada de 096 A até 1,56 A com
incrementos constantes de 0,20 A. A permutacio dessas distincias resultou em 28 estruturas

cujos caores de formagéo foram caculados. Com os cadores de formacéo caculados para
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cada estrutura foram obtidos 54 pontos, utilizados para congruir a superficie de entapia

relativa, do modelo, em funcdo de dz e d; (Figura5.42).

Figura 542. Segunda parte da superficie de entalpia do mecanismo, com Lys432
atuando como catalisador acido e Asp334 atuando como catalisador basico
indireto, em funcdo das distancias dz e ds.

Observando a Figura 5.42, constata-se que a reagdo ocorre através de um processo néo
concertado. O caminho de menor custo energético, nessa reacdo, ocorre primeiro com a
abgsracdo do aomo de hidrogénio da metila pelo &omo de oxigénio da hidroxila ligada ao
carbono C4 do fragmento do S3P. Com a abstracdo de um &omo de hidrogénio da metila pela
hidroxila ligada ao carbono C4 do fragmento do S3P, ocorre a formacdo de uma dupla ligacéo
entre os &omos de carbono C2' e C3'. Em seguida, o residuo Agp334 abstrai um dos &omos

de hidrogénio da hidroxila protonada formando o produto EPSP.
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Para avadiar as barreiras de entalpia envolvidas nessa parte da reagdo, foi construido

um gréfico com os contornos da supeficie de entapia em fungdo das distancias d; e dg,

mostrado na Figura 5.43.

Distancia d, (A)

1,2 14 1,6 1,8 2,0 2,2
Distancia d, (A)

Figura 543. Contornos de entalpia da segunda parte do mecanismo, com Lys432
atuando como catalisador acido e Agp334 atuando como catalisador basico
indireto, em funcédo das disténcias dz e da.

Observa-se que, gpesar do caminho ndo ser concertado, ndo ha a formagéo clara de um
intermedi&io; a trandferéncia do &omo de hidrogénio da metila para a hidroxila é
acompanhada de um aumento de entdpia de gproximadamente 30 kcal/mol; a abstragdo do
aomo de hidrogénio da hidroxila protonada pelo carboxilato de Asp334 ocorre sem nenhuma
barreira aparente.

As andises dos resultados das duas partes da smulagdo computecional da catdise
&cida, com a participacd da Lys432 atuando como é&cido e do Asp334 atuando como

catdisador basico, através de um processo indireto, indicam que essa € uma possivel rota do
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mecanismo de reacéo entre 0 S3P e PEP catalisado pela EPSPS de O. sativa. Esses resultados

também sugerem que esse mecanismo poderia ocorrer em 4 etapas, mostradas na Figura 5.44.
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Figura 544. Esqguema com as quatro etapas propostas, para a reacdo de eliminacao,
construidas apés a avaliacdo dos resultados, com Lys432 atuando como

catalisador acido e do Asp334 atuando como catalisador basico indir eto.
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5.5.7. COMPARACAO DOSRESULTADOS DAS SIMULACOES DOS

MECANISMOS DE REACAO

Nessa parte do trabalho sdo comparados os resultados das smulagbes computacionas
da etapa de diminacéo da reacéo entre o S3P e 0 PEP catdisado pela EPSPS de O. sativa.
Para facilitar a comparagdo os mecanismos smulados nas segdes 5.5.1, 55.2, 55.3, 554,
555 e 5.5.6 foram chamados, respectivamente, de mecanismos 1, 2, 3,4, 5e 6. A Tabela5.3
mostra 0s mecanismos sSimulados e as repectivas barreiras de entdpia a serem ultrapassadas

em cada etapa.

Tabela 5.4 Mecanismos simulados, as etapas e asrespectivas barreiras de entalpia.

M ecanismo Barreira de entalpia (kcal/mol)
12 etapa 22 etapa 32 etapa
1 36 30 -
Glu362 como base
2 35 15 -
Asp334 como base
3 7 40 zero
Lys432 como &cido e
Glu362 como base
4 7 56 14
Lys432 como &cido e
Asp334 como base
5 40 14 zero
Asp334 como base (indireta)
6 zero 30 zero
Lys432 como &cido e concertado
Asp334 como base (indireta)

Os aminoé&cidos Glu362 e Agp334 sdo os residuos basicos mais proximos e em melhor
posicdo para atuarem como base direta, abstraindo um préton da metila do intermedi&io
tetraédrico provocando a saida do grupo fosfato e levando a formacéo da EPSP. Glu362 esta a
uma distancia de 2,26 A de um dos &omos de hidrogénio da metila, enquanto o Asp334 estéd a
2,58 A. Usando como critério inicid a dist@ncia a ser percorrida pelo préton, o residuo
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Glu362 inicidmente seria 0 mehor candidato a atuar como a base direta na etgpa de
eliminacd. Ao comparar os resultados dos mecanismos 1 e 2, foi condtatado que os dois
casos ocorrem em duas etapas, sendo que no primeiro forma-se como intermedi&io um
carbocétion (pela saida do fosfato) e, no segundo, um carbénion (pela desprotonacdo de C3'),
com bareras smilares. Foi constatado que a barreira de entadpia a ser ultrgpassada na
segunda etapa € menor para 0 mecanismo 2 (saida do fosfato) do que para 0 mecanismo 1
(desprotonacédo de C3').

Pela teoria classica do estado de transicdo de Eyring e colaboradores (GLASSTONE et
al., 1941), a entdpia de daivacdo, ou sga, a variagdo de entalpia envolvida na formacdo do
estado de transicdo a partir dos reagentes, corresponde a energia de ativacdo E, da equacdo de

Arrhenius,

e E. o
k = Aexpg: —2 = (74)
pg RT g

Assumindo um fator pré-exponencid semehante em todos os mecanismos avdiados, ja
gue todos partem do mesmo ponto inicia, as bareras de entdpia obtidas refletem em boa
pate as congantes de velocidade de cada proposta mecanistica. Naturamente, pelas
limitacbes dos modelos usados, os vaores O podem ser consderados quditativamente, mas
s80 um indicativo de que a eiminacdo com cadise badca de A334 ocorreria mas
rapidamente com catdise basica de Glu362.

Ao comparar 0os mecanismos 3 e 4, pode ser observado que ambos ocorrem em trés
etapas. Na primeira etgpa a barreira de energia potencid a ser ultrgpassada € a mesma para 0s
dois mecanismos. Na segunda etapa a barreira de energia potencial a ser ultrapassada é de 40
kca/mol para 0 mecanismo 3, enquanto para 0 mecanismo 4 € de 56 kcad/mol. Na terceira
etapa a bareira a ser Utrapassada € de zero para 0 mecanismo 3 e de 14 kca/mol no
mecanismo 4. Portanto, nas duas Ultimas etgpas as barreiras a serem ultrgpassadas no

mecanismo 3 sd0 menores quando comparadas com O mecanismo 4. Pdas mesmas
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consideracfes acima, esse resultado sugere que, apos a protonacdo do grupo de saida fosfato,
a ediminacdo com catdise basca de Glu362 ocorreria mais rapidamente do que com cadise
bésica de Asp334, inverso ao observado na auséncia de catdise &cida.

Ao comparar 0s mecanismos 5 e 6 pode ser constatado que ambos ocorrem em 3
etgpas. Na primeira etapa a barreira de entalpia a ser ultrapassada no mecanismo 5 é de 40
kca/moal, enquanto no mecanismo 6 bareira praticamente nula Na segunda etgpa do
mecanismo 5, a barreira a ser ultrapassada € de 14 kcal/mol e do mecanismo 6 € de 30
kcd/mol; na terceira etapa, as barreiras em ambos 0s mecanismos s&o nulos. O mecanismo 6 €
previsto como o mais rgpido, porque depende de ultrapassar apenas uma barreira de potencia
de 30 kcd/mol, enquanto o mecanismo 5 depende de duas barreiras, sendo uma delas maior
do que 30 kcal.

Ao comparar 0s mecanismos 2, 3 e 6, pode ser constatado que 0 mecanismo 6 se
completa depois de ultrgpassar gpenas uma barreira de 30 kcal/mol, enquanto que nos
mecanismos 2 e 3 devem ser ultrapassadas mais barreiras, sendo que em ambos 0s casos uma
delas maior do que 30 kca/mol. Portanto, conclui-se que dentre os mecanismos 1 a 6, 0 mais
rgpido seria 0 mecanismo 6. Esse mecanismo concorda com os resultados de Eschenburg e
colaboradores, que mostraram que a subgtituicio de Asp313 na EPSPS de E. coli, que
corresponde a Asp334 na EPSPS de O. sativa, impede a conversdo do IT nos produtos da
reacd0. Concorda também com a proposta destes mesmos autores com relacéo a catdlise
bésica indireta do residuo de aspartato, mas, por outro lado, mostra a necessidade do auxilio
da catdlise &cida de Lys432, que protona o grupo de saida. Sem esse auxilio, a catdise basica
indireta do aspartato ndo € 0 mecanismo mais rapido. Além disso, deve ser destacado que,
diferente do proposto por esses autores, ndo consderamos Lys?26 (que corresponde a Lys22
na EPSPS de E. coli) capaz de protonar o &omo C3' do IT, porque sua cadeia laterd esta

localizada do lado oposto a esse &omo.
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56. INTERACAO DO DIBUTILFOSFORIL-P-CARBOXIFENILIDRAZONA E DO
DI1SOBUTILFOSFORIL-P-CARBOXIFENILIDRAZONA COM A EPSPS DE O.
SATIVA

Nessa parte do trabalho s apresentados os resultados da modelagem da interacdo dos
compostos  dibutilfosforil-p-carboxifenilidrazona  (composto 1) e  diisobutilfosforil-p-
carboxifenilidrazona (composto 2), otimizados no interior do sitio ativo da enzima EPSPS de
O. ativa.

Ao se observar essa edtrutura otimizada contendo o composto 1, pdde ser constatado
gue 0 composto esta encaixado na regido do sitio ativo formando um complexo estéave com
0S amino&cidos proximos. |sto pode ser observado pela sobreposicio dos sitios otimizados

contendo o IT e o composto 1 (Figura 5.45).

__ ] .l‘. o -r ;_.
Thr105 ' J
1
IT \ ?l"" G

Arg31

\ Met215

Figura 5.45. Sobreposicdo dos complexos formados entre os aninoécidos do sitio ativo
da EPSPS de O. sativa e 0 IT e o composto 1, apds otimizacdo (método
PM3). Atomos de H foram omitidos para maior clareza. Atomos de C:
cinza (aminodcidos no complexo EPSPS1), ciano (aminoécidos no
complexo EPSPS/IT), rosa (L), verde (IT); &omos de O: vermelho; atomos
de N: azul; atomos de P: laranja; atomosde S; amar€lo.
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As posigdes de energia minima do IT e do composto 1 no sitio sGo notavelmente
semelhantes, com excessdo da regid onde se encotram 0s grupos n-butil, que ndo tém
equivaente na edtrutura do IT. A observacéo de detahes da interacd do composto 1 com os
amino&cidos do Sitio ativo mostrou que a enzima faz importantes ligagdes hidrogénio com trés
aminoacidos positivamente carregados, Arg3l, Lys26 e Lys4A32 e com um negdivamente
carregado, Glu362 (Figura 5.46). Essas ligagbes de hidrogénio mostram que 0 composto
dntetizado forma um complexo estavel com os aminoacidos do sitio aivo da EPSPS de O.
sativa. Ha outras interagbes presentes, como uma interacdo do tipo “empilhamento T” entre os
anés aomaticos de 1 e de Tyr212. Mesmo a ausénciaem 1 de um grupo equivaente ao grupo
fodfato ligado no @omo C3 do IT ndo parece ser critica, visto que esse grupo faz ligagdes
hidrogénio com grupos ndo carregados da proteina, que devem ser mais fracas e menos
importantes para a estabilidade do complexo. Por outro lado, apesar do sitio ativo da EPSPS
sendo essencidmente hidrofilico, os grupos n-butil assumiram uma conformagdo que permitu

um encaixe gparentemente estével em duas cavidades longas no sitio ativo.

’_“rj-‘ .’ P
v Lys432
Glu362 wi{a ®\NH2

Arg31 )\ . _NH;
H 173A
L%/\N N % Lys26
H H

Figura 5.46. Descricdo das ligagBes hidrogénio formadas com aminoacidos do sitio ativo,
apos otimizacdo do composto 1 no interior da EPSPS deO. sativa.
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Como a estrutura de 1 ocupa tanto o sitio do S3P quanto do PEP, propomos que sua
insercdo no sitio deve dificultar a gproximecdo de ambos subdratos. Isso impediria a
biossintese do EPSP, o que poderia explicar os resultados de inibi¢go da germinacéo.

ApGs otimizacdo da geometria do complexo formado pelo composto 2, por outro lado,
ndo foi conseguida uma geometria etavel com 0 composto completamente inserido na
cavidade. A ingtabilidade do complexo entre a EPSPS de O. sativa e 0 composto 2 sugere que
provavemente este ndo exibe caracteristicas para inibir a enziima. Uma das possivels razfes
para issO € que o0s grupos isobutil de 2, por serem mas volumosos, Ndo conseguem se
encaixar nas cavidades do sitio onde os grupos n-butil de 1 se encaixaram. Essa interacéo
desfavoravel por impedimento estérico acabaria impedindo o0 estabelecimento das outras

interacBes com o sitio ativo.
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6. CONCLUSOES

A determinacéo dos estados de protonacdo dos residuos bésicos de lisina e higtidina
em proteinas por meio da modelagem com 0 mé&odo PM3 concordam com os dados obtidos
por difracdo de néutrons. Esses resultados permitem concluir que o método PM3 é adequado
para avdiar 0s estados de protonacdo desses residuos de amino&cidos em ambiente
enzimético.

Usando o mé&odo PM3 foram estudados os estados de protonacdo dos residuos de
aminoacidos His385, Lys22, Lys340 e LysAll, do sitio ativo da mutante Asp313Ala da
EPSPS de E. coli no momento de formacéo do IT. Os resultados permitem concluir que, no
momento de formagdo do IT, o residuo His385 esta neutro e os residuos Lys22, Lys340 e
Lys411 estéo protonadas. Propomos, no entanto, que Lys340 (e seu correspondente na EPSPS
de O. sativa, Lys361), por ser o Unico residuo do lado correto para atuar como &cido e
protonar o &omo C3 do PEP na etapa de adicdo, estaria desprotonado (neutro) na estrutura
nativa da enzima. O estado protonado observado deve-se possvemente a eventos ocorridos
apés a formagdo do IT, que podem ter tido tempo para ocorrer porque a enzima mutante N&o
foi capaz de levar areacéo ao estado final, formando EPSP e fosfato.

Para estudar a etapa de eliminacéd do mecanismo de reacdo entre o S3P e o PEP
catalisada pela EPSPS de O. sativa foi congtruido um modelo homdlogo da enzima usando a
sequiéncia primaria da EPSPS de O. sativa e as estruturas cristalograficas da EPSPS de E. coli
depositadas no Protein Data Bank com os cédigos 1X8R (PRIESTMAN et al., 2005) e 1G6S
(SCHOBRUNN et al., 2001). A avdiacio do modeo permite concluir que a metodologia de
preparacéo foi bastante adequada, permitindo a obtencd de um modeo 3D para a seqiéncia
primaia com quaidede. Apenas 8 dos 442 residuos (menos de 2%) apresentaram

conformagbes fora das &eas permitidas do grafico de Ramachandran e nenhum deles fazia

141



parte do sitio ativo enzimético. Trata-se da primeira estrutura tridimensona digoonivel para a
EPSPS de uma espécie vegetd, que deve ser Util para o estudo de futuros herbicidas.

Fol estudada a etapa de eliminagdo da reacéo entre o S3P e o PEP catalisada pela
EPSPS de O. sativa, aravés de smulagbes computacionais usando o mé&odo PM3, com seis
mecanimos diferentes. catdlise basica por Glu362, catdise bésica por Asp334, catdise basica
por Glu362 junto com cadise acida por Lys432, catdise basica por Asp334 junto com
catdise &cida por LysA32, catdise basica indireta por Asp334 e cadise basica indireta por
Asp334 junto com catdise &cida por Lys432. Os mecanismos foram avdiados incluindo todos
0s residuos e moléculas de &gua do sitio ativo daenzima, e na presenca do efeito do solvente.

Os resultados permitem concluir que, dentre os mecanismos estudados, a proposta de
catdise basica indireta por A§p334 junto com catdise &cida por Lys432 € a mas provave.
Isso esta de acordo com os resultados de Eschenburg e colaboradores, que foram capazes de
isolar 0 IT no ditio ativo da EPSPS de E. coli somente gpds a mutagdo de Asp313 (que
corresponde a Asp334 em O. sativa) para uma danina. Entretanto, nosso estudo traz uma
visdo mais completa do mecanismo, pois mostra a hecessidade da protonacéo prévia do grupo
fosfato pelo residuo Lys432 para que Asp334 atue posteriormente como catalisador basico em
um mecanismo indireto, onde o grupo OH ligado a C4 é a base que de fato desprotona o
aomo C3 do IT. Como o préton que € retirado por essa hidroxila e o grupo fosfato sdo
antiperiplanares, a estereoquimica da eiminacéo é anti e, portanto, a estereoquimica da adicdo
deve ser gn.

Os estudos com 0 modelo da EPSPS de O. sativa com compostos sintetizados por nosso
grupo que apresentaram perfis diferentes de atividade como inibidores da germinacéo de
smentes permitem conclur que o0 compodo mas  aivo, dibutilfosforil-p-
carboxifenilidrazona, € capaz de interagir de forma €ficiente com o dtio aivo da enzima,

ocupando simultaneamente os sitios do S3P e do PEP.
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7. PERSPECTIVAS

O mecanismo de reacdo entre 0 S3P e o0 PEP, catdisado pela EPSPS, tem sido
proposto através de trabahos onde foram utilizadas técnicas de marcacdo isotOpica, estudo da
cinética de reagbes, metagénese, andise de particdo e raios-X para obtencdo de edtruturas
crigdogréficas dessa enzima. A metodologia utilizada nesse trabaho mostrou-se inovadora e
adequada para escolher dentre as propostas estudadas a mais provavel, para a etapa de
eliminacdo desse mecanismo.

O estudo da etapa de eiminacd do mecanismo da reacdo entre o S3P e o PEP,
catalisado pela EPSPS, n&o fica esgotado nesse trabaho. Outras possibilidades de estudo para
essa efgpa A0 a Lys?6 atuando como catalisador &cido; a auto-catdlise. Ambos serdo 0s
proximos objetos de estudo, utilizando a mesma metodologia.

Pretende-se também, utilizando méodos de moddagem computeciond, avdiar as
propostas existentes e outras possibilidades para 0 mecanismo da etapa de adicdo da reacéo
entre 0 PEP e o S3P catdlizado pela EPSPS, e avdiar a interacdo de compostos sintetizados

pelo Nosso grupo de pesquisa com o Sitio ativo da enzima EPSPS proveniente de O. sativa.
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APENDICE A

Tabela A.1. Mostra as disténcias d; e dr usadas na smulagdo computacional com
participacdo do glu362 atuando como base direta. Na quarta e quinta
colunas sdo mostrados, respectivamente, os calores de formacao e calores de
formacéao relativos calculados. Dados usados para construir a figura 5.6 e

5.7.
dy | do DH |DH rdaivo dy | do DH |DH rdaivo
et | (A) | (A) | (kea/mol) |(kcal/mol) et | (A) | (A) | (kea/mol) |(kcal/mol)
est1 (1,09|1,38|-4167,188| 4,603 est 26|1,69|2,38|-4114,325| 4,693
est2 |1,09]1,58(-4157,584| 4,834 est 27(1,69|2,58|-4117,841| 3,722
est3|1,09(1,78|-4138,879| 4,629 est 28(1,69|2,78|-4119,834| 4,013
est4 |1,09/1,98|-4123,922| 4,317 est 29|1,69|2,98|-4120,704| 4,324
est5|1,092,18[-4125152| 4,810 est 30(1,69|3,18|-4128,768| 4,629
est 6 |1,09]2,38|-4122,562| 4,059 est 31(1,99|1,38|-4097,244| 3,502
est 7 [1,09(2,58|-4129,861| 4,616 est 32|1,99|1,58|-4089,709| 4,268
est 8 [1,09|2,78|-4129,538| 4,459 est 33(1,99|1,78|-4098,905| 4,348
est9 [1,09|2,98|-4127,613| 3,885 est 34|1,99|1,98|-4100,590| 4,892
est 10(1,09|3,18|-4124,764| 3,821 est 35(1,99| 2,18|-4106,393| 4,361
est 11(1,39|1,38|-4144,785| 4,652 est 36(1,99|2,38|-4111,398| 3,626
est 12(1,39|1,58|-4134,136| 4,369 est 37(1,99|2,58|-4116,792| 4,618
est 13(1,39|1,78|-4116,111| 4,406 est 38(1,99|2,78|-4122,906| 4,342
est 14|1,39|1,98|-4109,402| 2,984 est 39(1,99|2,98|-4123,001| 4,197
est 15|1,39|2,18|-4107,037| 4,119 est 40|1,99|3,18(-4121,317| 4,897
est 16|1,39|2,38|-4105,213| 4,917 est 41|2,29|1,38|-4110,204| 2,355
est 17|1,39|2,58|-4105,469| 4,471 est 42|2,29|1,58|-4108,605| 3,190
est 18(1,39|2,78|-4104,370| 3,838 est 43(2,29|1,78|-4104,869| 3,397
est 19(1,39|2,98|-4103,727| 4,192 est 44(2,29/1,98|-4108,952| 3,930
est 20(1,39|3,18|-4101,731| 4,950 est 45(2,29|2,18|-4116,482| 4,774
est 21|1,69|1,38|-4135,746| 3,296 est 462,29/ 2,38|-4122,897| 4,679
est 22|1,69|1,58|-4124,272| 2,808 est 472,29 2,58|-4130,480| 4,454
est 23|1,69|1,78(-4104,967| 4,683 est 48|2,29|2,78|-4133,660| 3,661
est 24|1,69|1,98|-4090,129| 3,241 est 49|2,29|2,98|-4133,367| 4,882
est 25|1,69|2,18|-4095,224| 4,731 est 50|2,29|3,18|-4135,868| 3,159
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Tabela A. 2. Mostra as distancias d, e d» usada na ssimulacéo computacional da reacdo
com participagdo do Asp334. Na quarta e quinta colunas sdo mostrados,
respectivamentes, os calores de formacéao e os calores de formacao relativos.
Dados usados para construir afigura5.12 e5.13.

di | do DH  |DH redivo d | do DH  [DH relaivo
et | (A)| A (kcd/moal) |(kcal/moal) et | A | A (kca/moal) |(kca/mol)
est1|1,09|1,38| -4173,445 0,000 est 26(1,69(2,38(-4128,299| 45,145
est?2 (1,091,558 -4161,549 11,896 est 27(1,69(2,58(-4132,001| 41,444
est3 (1,090|1,78| -4144,018 29,427 est 28(1,69(2,78(-4133,479| 39,965
est4|1,00|1,98| -4140,232 33,212 est 29(1,69(2,98(-4133,852| 39,593
est5 |1,09|2,18| -4130,729 42,715 est 30(1,69(3,18(-4137,470| 35,975
est6 [1,09]|2,38] -4130,103 43,342 est 311,99(1,38|-4138,070( 35,375
est7 |1,09|2,58| -4131,712 41,733 est 3211,99(1,58|-4130,255| 43,190
et 8 |1,09|2,78| -4133,849 39,596 est 3311,99(1,78|-4119,275| 54,170
est9 (1,09(2,98| -4134,599 38,846 est 34(1,99(1,98(-4116,914| 56,531
est10(1,09|3,18| -4134,236 39,209 est35(1,99(2,18|-4121,493| 51,952
est 11(1,39(1,38| -4137,995 35,449 est 36(1,99(2,38(-4133,824| 39,621
est12|1,39|1,58| -4127,795 45,650 est 37(1,99(2,58(-4139,584| 33,861
est 13(1,39]1,78| -4109,130 64,315 est 38(1,99(2,78(-4143,777| 29,667
est 14(1,39|1,98| -4092,409 81,036 est 39(1,99(2,98(-4145,344| 28,101
est 15(1,39|2,18| -4098,955 74,490 est 40(1,99(3,18(-4145,906| 27,539
est 16(1,39|2,38| -4097,868 75,577 est41(2,29(1,38(-4139,495| 33,949
est17(1,39|2,58| -4100,695 72,750 est42(2,29(1,58|-4131,228| 42,217
est 18|1,39|2,78| -4100,504 72,940 et 43|2,29(1,78|-4118,875| 54,569
est 19(1,39(2,98| -4099,392 74,053 est44(2,29(1,98(-4116,994| 56,450
est 20|1,39]3,18| -4098,045 75,400 est 45(2,29(2,18(-4120,412| 53,033
est21(1,69|1,38| -4139,164 34,280 est 46(2,29(2,38(-4135,455| 37,990
est22|1,69|1,58| -4127,923 45,522 est47(2,29(2,58(-4141,038| 32,407
est23(1,69|1,78| -4117,814 55,631 est 48(2,29(2,78|-4144,370| 29,075
est24(1,69(1,98| -4103,469 69,976 est 49(2,29(2,98(-4145,568| 27,877
est 25(1,69|2,18| -4095,668 77,777 est50(2,29(3,18(-4145,984| 27461
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Tabela A.3. Na segunda coluna mostra os valor es assumidos pela distancia d;, na
terceira e quarta colunas mostram, respectivamente o calor deformacgéo eo
calor de formacao reativo calculado para cada estrutura. Dados usados
paraconstruir afigurab.18.

Estruturas | dy (A) DH DH relativo
(kcd/mal) | (ked/moal)

Estl 1,03 -4155,202 9,95
B2 1,33 -4148,561 16,59
ES3 1,53 -4159,256 5,89
Es4 1,73 -4165,149 0,00
ESS 1,93 -4164,500 0,65
B0 | o4 |-4162757| 239
Est7 233 | -4161198 | 395
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Tabela A.4. Mostra as distancias ¢ e d3 usadas na smulagdo computacional da reacdo
com participacdo da Lys432 como acido e do Glu362 como base. Na quarta
e quinta colunas sdo mostrados, respectivamente, os calores de formacéo e
os calores de formacéo relativos calculados. Dados usados para construir a

figura5.19 e 5.20.

dr | ds DH  |DH rdativo dr | ds DH  |DH rdativo
et | (A)| (A) | (ked/moal) |(kcal/moal) et | (A)| (A) | (ked/moal) |(kcal/moal)
est1|1,10(1,40(-4197,710 0,000 est 26|1,70|2,40 (-4152,723| 44,987
est2 |1,10|1,60-4188,168 9,542 est 27|1,70| 2,60 [-4154,545| 43,165
est 3 [1,10|1,80[-4173,847 23,863 est 281,70/ 2,80(-4155,657| 42,053
est4 |1,10|2,00[-4162,752 34,958 est 29(1,70|3,00(-4156,274| 41,435
est5 [1,10|2,20(-4162,116 35,594 est 30(1,70|3,20(-4154,841| 42,869
est 6 |1,10|2,40(-4160,923 36,787 est 31(2,00/1,40(-4162,902| 34,807
est 7 |1,10|2,60|-4162,469 35,240 est 32(2,00/1,60(-4151,460( 46,249
est 8 |1,10|2,80(-4162,613 35,097 est 33/2,00/1,80(-4155,899| 41,811
et 9 [1,10|3,00(-4163,428 34,282 est 34|2,00/2,00(-4164,970| 32,739
est 10|1,10(3,20|-4161,182 36,528 est 35(2,00/2,20(-4170,233| 27,477
est 11|1,40(1,40|-4159,184 38,525 est 36|2,00(2,40(-4174,888| 22,822
est 12|1,40(1,60|-4149,846 47,864 est 37(2,00/2,60(-4177,853| 19,857
est 13|1,40(1,80(-4137,445 60,265 est 38(2,00/2,80(-4182,441| 157269
est 14|1,40|2,00|-4132,627 65,082 est 39(2,00/3,00(-4181,843| 15,867
est 15|1,40( 2,20 [-4129,255 68,455 est 40|2,00|3,20(-4180,146| 17,564
est 16|1,40|2,40|-4128,557 69,153 est41|2,30|1,40|-4170,687| 27,023
est 17)1,40{2,60 [-4129,100 68,610 est42|2,30|1,60(-4161,090| 36,620
est 18|1,40|2,80|-4129,612 68,098 est 43(2,30(1,80(-4158,603| 39,106
est 19|1,40(3,00|-4128,445 69,265 est 44|230|2,00(-4162,363| 35,347
est 201,40 3,20 [-4125,007 72,702 est 45|2,30(2,20 (-4168,780| 28,930
est 21|1,70/1,40|-4174,140 23,570 est 46|2,30|2,40(-4173,803| 23,907
est 22|1,70/1,60|-4161,517 36,193 est 47(2,30|2,60(-4182,586| 15,124
est 23|1,70/1,80|-4143,164 54,545 est 48|2,30|2,80(-4184,020f 13,690
est 241,70/ 2,00]-4129,305 68,405 est 49(2,30|3,00(-4184,715| 12,994
est 25|1,70{2,20(-4147,130 50,579 est 50| 2,30(3,20(-4188,172 9,538
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Tabela A.5. Mostra as distancias & e dz usadas na smulacdo computacional da reacdo
com participacdo da Lys432 atuando como acido e do Asp334 como base. Na
quarta e quinta colunas sdos mostrados, respectivamente, os calores de
formacao e os calores de formacao relativos calculados. Dados usados para

construir afigura 5.26 e 5.26.

dr | ds DH  |DH rdativo dr | ds DH  |DH rdativo
et [ (A)| A (kcd/mal) |(kca/mal) et | (AR (kca/moal) |(kca/mal)
est1|1,10]1,40|-4199,689 0,000 est 26(1,70|2,40(-4143,833| 55,855
est 2 |1,10|1,60[-4188,703 10,985 est 271,70/ 2,60(-4149,608| 50,081
est 3 |1,10(1,80(-4171,407 28,282 est 28(1,70|2,80(-4152,392| 47,296
est4 |1,10|2,00|-4157,606 42,082 est 29(1,70|3,00(-4153,686( 46,002
est5 |1,10(2,20(-4149,163 50,526 est 30(1,70|3,20(-4157,965| 41,723
est6 [1,10(2,40|-4147,423 52,266 est 31|2,00|1,40(-4137,124| 62,565
est7 [1,10(2,60|-4149,986 49,702 est 32|2,00/1,60(-4133,817| 65,872
est8 [1,10(2,80(-4149,775 49,913 est 33|2,00/1,80(-4131,116| 68,573
et 9 [1,10|3,00(-4148,783 50,905 est 34(2,00/2,00(-4135,747| 63,942
est 10|1,10|3,20|-4151,843 47,846 est 35|2,00(2,20(-4147,997| 51,692
est 11|1,40|1,40|-4163,564 36,125 est 36|2,00|2,40(-4154,068| 45,621
est 12|1,40|1,60 [-4154,523 45,166 est 37(2,00/2,60(-4161,602| 38,086
est 13|1,40/1,80|-4142,959 56,730 est 38|2,00(2,80(-4164,011| 35,677
est 14|1,40| 2,00 [-4133,001 66,688 est 39|2,00(3,00(-4166,892| 32,796
est 15|1,40| 2,20 (-4130,331 69,357 est 40| 2,00| 3,20 -4169,256| 30,433
est 16|1,40(2,40|-4129,938 69,751 est41|2,30|1,40(-4130,404| 69,285
est 17]1,40(2,60|-4129,926 69,762 est42(2,30|1,60(-4127,212 72,477
est 18|1,40(2,80|-4130,094 69,594 est 43(2,30(1,80(-4123,626| 76,062
est 19|1,40|3,00|-4128,359 71,329 est 44|2,30|2,00(-4132,059| 67,630
est 20(1,40(3,20(-4133,097 66,592 est 45(2,30(2,20(-4139,780| 59,909
est 21|1,70/1,40(-4131,165 68,523 est 46|2,30|2,40(-4152,173| 47,5516
est 22|1,70|1,60|-4121,980 77,708 est47(2,30|2,60|-4155,127| 44,562
est 23|1,70/1,80|-4112,734 86,955 est 48|2,30|2,80(-4159,800| 39,889
est 24|1,70(2,00|-4104,526 95,163 est 49|2,30|3,00(-4160,312| 39,376
est 25|1,70|2,20|-4137,266 62,422 est 50(2,30(3,20(-4172,159| 27,5529
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Tabela A. 6. Mostra os valores da distancia d; com o Asp334 atuando como base
indireta. Na terceira e quarta colunas mostram, respectivamente o calor de
formacdo e o calor de formacédo relativo calculado para cada estrutura.
Dados usados para construir afigura 5.31.

Egruturas | Distanciad; (A) DH DH relativo
(kealfmol) | (kcal/mol)
Esil 0,9 _4175,620 0,000
Est2 1,26 -4151,343 24,276
Es3 1,56 -4134,197 41,423
Esi4 1,86 -4139,140 36,480
Bt 2,16 -4137,533 38,087
Est6 2,46 -4135,169 40,451
Est7 2,76 -4131,652 43,968
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Tabela A.7.

Mostra as distancias ¢ e dz usadas na smulagdo computacional da reacéo
com participacdo do Asp334 atuando como base através de um processo
indireto. Na quarta e quinta colunas sdos mostrados, respectivamente, os
calores de formacéao e os calores de formacao relativos. Dados usados para
construir afigura5.32 e5.33.

dy | ds DH DH relativo dz | ds DH  |DH rdativo

et |[(A)]| (A)| (ked/mol) |(kca/mal) et | (A)| (A) | (ked/mal) |(keal/mol)
est1|1,04(1,38| -4120,287 17,914 est 26(1,69|2,38| -4102,953 | 35,248
est?2 [1,04/1,58( -4110,408 27,793 est 27|1,69|2,58| -4107,102| 31,099
est 3 |1,04(1,78| -4095,726 42,476 est 28(1,69|2,78| -4114,086 | 24,115
est4 [1,04(1,98| -4079,421 58,781 est 29(1,69(2,98| -4115,487 | 22,714
est5|1,04(2,18| -4070,225 67,976 est 30|1,69|3,18| -4115,921 | 22,281
est6 |1,04(2,38| -4080,670 47,646 est 31(1,99|1,38| -4089,396 | 48,805
est7 |1,04(258| -4082,777 55,424 est 32(1,99|1,58| -4100,099 | 38,102
est8 [1,04(2,78| -4082,531 55,670 est 33|1,99|1,78| -4086,779| 51,422
est9 |1,04(2,98| -4087,164 51,037 est34|1,99(1,98| -4092,036| 46,165
est 10(1,04|3,18| -4085,337 52,865 est 35|1,99|2,18| -4095,280| 42,921
est 11(1,39|1,38| -4109,146 29,055 est 36|1,99|2,38| -4100,221| 37,981
est 12(1,39|1,58| -4098,979 39,222 est 37(1,99|2,58| -4109,170| 29,031
est 13(1,39|1,78| -4080,505 57,696 est 38(1,99|2,78| -4119,220| 18,981
est 14|1,39|1,98| -4064,974 73,227 est 39(1,99|2,98| -4120,923 | 17,279
est 15(1,39|2,18| -4064,762 73,440 et 40(1,99|3,18| -4121,241| 16,960
est 16|1,39|2,38| -4064,614 73,587 est41(2,29|1,38| -4128,316| 9,885
est 17|1,39|2,58| -4082,985 55,216 est42|2,29|1,58| -4120,962| 17,239
est 18|1,39|2,78| -4085,416 52,785 est43(2,29|1,78| -4108,228 | 29,974
est 19(1,39|2,98| -4086,112 52,089 est44(2,29|1,98| -4104,229| 33,972
est 20|1,39(3,18| -4085,996 52,205 est45(2,29|2,18| -4116,794 | 21,407
est21|1,69(1,38| -4097,999 40,202 est 46|2,29|2,38| -4125,742| 12,460
est 22|1,69(1,58| -4090,128 48,073 est 47|2,29|2,58| -4129,443 8,759
est 23|1,69|1,78| -4079,459 58,742 est 48(2,29|2,78| -4136,376 1,825
est 24|1,69|1,98| -4083,745 54,456 est 49(2,29|2,98| -4138,201| 0,000
est 25(1,69(2,18| -4091,649 46,552 est 50| 2,29|3,18| -4137,533 0,668
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Tabela A. 8.

Mostra as distancias d, e d; usadas na simulacdo computacional da reacédo
com participagdo da Lys432 atuando como catalisador acido e do Asp334
atuando como base através de um processo indireto. Na quarta e quinta
colunas sdos mostrados, respectivamente, os calores de formagéo e os
calores de formagcao relativos. Dados usados para construir a figura 5.39 e

5.40.

di | o DH DH relativo di | do DH  |DH rdativo
et |(A)| (A)| (kcal/mol) |(kcal/mol) et | (A)| (A) | (ked/mal) |(keal/mol)
estl|1,03 1,40 -4169,607 0,000 est 28| 1,93 1,40, -4183,317 -13,710
est?2|1,03 160 -4161,154 8,452 est 29| 1,93 1,60 -4175,265 -5,658
est3]| 1,03 1,80 -4144,683 24,924 est 30| 1,93 1,80 -4162,579 7,028
est4 | 1,03 200 -4130,407 39,200 est 31| 1,93 2,00 -4151,677 17,929
est5] 1,03 220 -4135,985 33,622 est 32| 1,93 2,20, -4145,818 23,788
est6 | 1,03 240 -4133,710 35,897 est 33| 1,93 2,40 -4147,167 22,439
est7]1,03 260 -4137,635 31,972 est 34| 1,93 2,60 -4147,527, 22,079
est8 | 1,03 2,80 -4136,353 33,253 est 35| 1,93 2,80 -4148,736 20,870
est9 | 1,03 3,00 -4142,658 26,948 est 36| 1,93 3,00 -4146,792 22,815
est 10| 1,33 1,40 -4171,438 -1,831 est 37| 2,23 1,40, -4212,961 -43,354
est 11| 1,33 1,60 -4160,910 8,697 est 38| 2,23 1,60 -4207,778 -38,171,
est12| 1,33 1,80 -4144,285 25,321 est 39| 2,23 1,80 -4192,294 -22,687,
est 13| 1,33 2,000 -4134,504 35,102 est 40| 2,23 2,00 -4180,003 -10,396
et 14| 133 220 -4127,966 41,641 et 41| 2,23 2,20 -4177,532 -7,925
est 15| 1,33 240 -4126,317 43,290 est 42| 2,23 2,40, -4176,225 -6,618
et 16| 1,33 2,60 -4126,663 42,944 est 43| 2,23 2,60 -4178,546 -8,939
est17| 1,33 2,80 -4128,904 40,703 est 44| 2,23 2,80 -4178,909 -9,302
est 18| 1,33 3,000 -4129,132 40,475 est 45| 2,23 3,00 -4180,210 -10,603
est 19| 1,63 1,400 -4194,350 24,743 est 46| 2,43 1,40, -4161,731 7,876
est 20| 1,63 1,60 -4186,662 -17,056 est 47| 2,43 1,60 -4172,445 -2,838
est21| 1,63 1,80 -4171,235 -1,628 est 48| 2,43 1,80 -4156,205 13,401,
et 22| 1,63 2,00 -4158,904 10,703 est 49| 2,43 2,00 -4142,606 27,001
et 23| 1,63 2,200 -4151,726 17,880 est 50| 2,43 2,20, -4136,102 33,505
et 24| 1,63 240 -4152,826 16,781 est 51| 2,43 2,40 -4138,613 30,994
est 25| 1,63 2,60 -4156,332 13,275 est 52| 2,43 2,60 -4138,363 31,244
est 26| 1,63 2,80 -4155,610 13,997 est 53| 2,43 2,80 -4140,862 28,744
est 27| 1,63 3,00 -4155,099 14,508 est 54| 2,43 3,00 -4139,975 29,632
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Tabela A. 9. Mostra as distancias ¢; e d; usadas na smulagéo computacional da reacdo

com participacdo da Lys432 atuando como catalisador acido e do Asp334
atuando como base através de um processo indireto. Na quarta e quinta
colunas sdos mostrados, respectivamente, os calores de formacéo e os
calores de formacao relativos. Dados usados para construir a figura 5.42 e
5.43.

d3 | ds DH DH rdativo d3 | ds DH DH rdativo
est |(A)|(A)| (kedlmol) |(kca/mol) est |(A)| (A) | (kealmal) |(kcal/mol)
estl|o96 1,10 -4183,622 0,000 est 22| 1,56/ 1,10 -4150,364 33,258
est2|o0,96 1,30 -4176,747) 6,875 est 23| 1,56 1,30 -4145,707 37,915
est3 | 0,96 1,50 -4156,053 27,569 est24| 1,56 1,50 -4161,881 21,741
estd | 0,96 1,70 -4155,735 27,886 est 25| 1,56/ 1,70 -4170,971 12,650
est5 0,96 1,90 -4155,043 28,579 est 26| 1,56 1,90 -4174,141 9,481
est6 | 096 2,10 -4156,473 27,148 est 27| 1,56 2,10 -4175,425 8,196
est7 | 0,96 230 -4156,240 27,382 est 28| 1,56 2,30 -4176,574 7,048
est8 | 1,16 1,10 -4168,499 15,123 est 29| 1,76) 1,10 -4148,604 35,018
est9| 1,16 1,30 -4162,254 21,367 est 30| 1,76| 1,30 -4147,585 36,037
est 10| 1,16/ 1,50 -4144,807] 38,815 est 31| 1,76| 1,50 -4164,715 18,907,
est11| 1,16/ 1,70 -4148,737 34,884 est 32| 1,76| 1,70 -4174,434 9,188
est12| 1,16/ 1,90 -4153,083 30,539 est 33| 1,76/ 1,90 -4140,510 43,112
est 13| 1,16| 2,10 -4154,129 29,492 est 34| 1,76| 2,10 -4146,142 37,480
est14| 1,16/ 2,30 -4155,130 28,492 est 35| 1,76 2,30 -4147,980 35,641
est 15| 1,36/ 1,10 -4150,059 33,562 est 36| 1,96 1,10 -4141,710 41,912
est 16| 1,36 1,30 -4135,228 48,394 est 37| 1,96 1,30 -4147,212 36,410
est 17| 1,36 1,50 -4149,304 34,318 est 38| 1,96 1,50 -4165,766 17,856
est 18| 1,36/ 1,70  -4157,879 25,743 est 39| 1,96 1,70 -4174,977 8,645
est19( 1,36/ 1,90 -4164,982 18,640 est 40| 1,96 1,90 -4153,182 30,440
est 20| 1,36) 2,10 -4166,672 16,950 est41| 1,96 2,10 -4156,081 27,541
est 21| 1,36/ 2,30 -4168,004 15,618 est 42| 1,96 2,30 -4158,007 25,615
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