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Introducéao

O (¢lifosato é o componente ativo do popular
herbicida Round-up®, responséavel pelo controle de
ervas daninhas®. Ele é um inibidor ndo seletivo e
competitivo de PEP (fosfoenolpiruvato) na reacdo da

5-enolpiruvil ~ shikimato-3-fosfato  sintase  (EPSP
sintase).
Uma das primeiras enzimas caracterizadas

insensiveis ao glifosato foi a EPSP sintase mutante
Gly96Ala da Klebsiella pneumoniae’.

A compreensdo das interagfes especificas entre
ligantes e o0s seus receptores auxilia no
conhecimento das razdes moleculares da atividade
dos ligantes. Devido a importancia  do
desenvolvimento de novos herbicidas, este trabalho
tem por objetivo o estudo do modo de interacdo de
analogos do glifosato' e as enzimas EPSP sintase da
E. coli, nativa e mutante, através das técnicas de
ancoramento molecular e dindmica molecular para
que possamos propor herbicidas mais ativos.

Metodologia

A EPSP sintase incluindo aguas de cristalizacao,
S3P e o glifosato, foram obtidos do PDB (1G6S) e
devidamente minimizados. A posicdo e orientacao
inicial usada para o ancoramento dos trés derivados
do glifosato (Figura 1) foram obtidas pela modificacdo
do ligante extraido do PDB. Em seguida, calculos de
dindmica molecular foram executados utilizando o
programa GROMACS?.
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O residuo de aminoéacido Gly-96 foi substituido pelo
residuo de alanina na enzima nativa para formar a
enzima mutante. O mesmo procedimento de
minimizacdo e adicdo do solvente da enzima nativa
foi executado na mutante. Os oito complexos,
obtidos da dinamica foram, entéo, transferidos para o
programa MDV*, onde os ligantes foram retirados do
sitio ativo da enzima e novamente ancorados.
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Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta o0s valores de energia
intermolecular entre o glifosato e seus anélogos e a
EPSP sintase nativa e mutante. Pode-se observar um
decréscimo na energia de interacdo entre todos os
complexos inibidores — Gly96Ala com relacdo aos
complexos inibidores-EPSP sintase nativa. A maior
diferenca de energia de interag&o foi encontrada para
o (glifosato, corroborando com os dados de
resisténcia divulgados por Eschenburg et al., onde a
concentragdo minima do glifosato capaz de inibir 50%
da atividade enzimética (ICs;) da EPSP sintase da
Escherichia coli nativa € 0,01 mM e da mutante
Gly96Ala >10mM°. A seqiiéncia de valores de energia
de interagdo intermolecular ligante-proteina, foi mais
estavel para o glifosato, seguido do composto 2, 3 e
1, corroborando com a tendéncia dos valores da
constante de inibi¢é&o.

Tabela 1 Valores de energia intermolecular entre ligante e as
enzimas EPSP sintase nativa e mutante.

Compostos Ki Energia Intermolecular
(nM) Kcal/mol
Enzima nativa| Enzima mutante
Glifosato 0,16 -115,46 -100,88
1 78,0 -102,67 -96,43
2 0,61 -109,87 -97,05
3 2,2 -108,70 -98,04

Conclusdes

Os nossos célculos apresentaram boa concordancia
com os valores experimentais. O fato do glifosato ser
melhor inibidor da EPSP sintase nativa, quando
comparado aos seus analogos, deve-se a flexibilidade
conformacional, que o leva a interagir melhor com o
sitio ativo.
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