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Introducao

A enzima 5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase
(EPSPS), catalisa a reacao entre o
fosfoenolpiruvato (PEP) e o chiguimato-3-fosfato
(S3P) formando 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato
(EPSP)!. Essa reacdo ocorre através de um
processo adigdo-eliminagcdo com formagdo de um
intermediario tetraédrico (IT)Z. Por estar ausente em
animais e ser essencial para plantas e
microorganismos 0 entendimento desse mecanismo
de reacdo é interessante para o desenvolvimento
de fungicidas, bactericidas e herbicidas®. Foi
sugerido que na etapa de eliminacdo ocorre uma
auto-catalise, com o grupo fosfato do IT da reagéo
atuando como base interna’. Nossos estudos
anteriores mostraram que essa proposta é um
possivel mecanismo para a etapa de eliminagso®.

Foi mostrado pelas mutacdes G341A e D313A que
esses residuos desempenham papel importante na
estabilizacdo do IT da EPSPS de Escherichia coli®.
Com o objetivo de avancar no entendimento desse
mecanismo de reacdo em plantas, nesse trabalho
sdo comparadas duas simulagbes computacionais
da etapa de eliminacdo da reacéo entre o S3P e o
PEP catalisada pela EPSPS de Oryza sativa. Na
numeracdo de O. sativa, as mutacdes sdo G362A e
D334A. Para as simulagfes computacionais foi
construido um modelo de homologia da EPSPS de
O. sativa tendo como molde a estrutura
cristalogréfica da EPSPS de E. coli (1X8R e
1668)6. Os célculos, usando o método PM3’ do
programa Mopac2009, foram feitos com os
aminoacidos com pelo menos um atomo em uma
esfera de 6,5 A de raio em torno do IT. Foi usado o
método COSMO?® para incluir efeitos da constante
dielétrica. Como o modelo tinha 728 &tomos foi
usado o método de escalonamento linear Mozyme®.

Resultados e Discussao

Partindo do IT, as duas simulagdes computacionais
foram realizadas variando-se as distancias d; e d».
O aumento da distancia d; aproxima um hidrogénio
metilico até um dos oxigénios do grupo do fosfato
que foi originado do fragmento do PEP. O aumento
da distancia d, afasta o grupo fosfato provocando a
formacdo do produto EPSP. A distancia d; variou
entre 1,10 e 2,10 A (incremento de 0,2 A) e a d,
entre 1,38 e 3,18 (incremento de 0,2 A). As
distadncias d; e d, foram permutadas gerando 60
estruturas, para cada mutacdo, que tiveram seus
calores de formacao calculados. Foram construidas
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superficies da energia em fungcdo das distancias
(figura 1a e 1b).

Figura 1. Superficies de energia para a EPSPS
com a mutacdo do G362 (a) e D334 (b) para
Alanina.

A analise da figura 1a mostra que, na dinamica do
mecanismo de reacao ocorre primeiro a abstracao
do hidrogénio formando um carbénion e depois
ocorre a saida do grupo do fosfato protonado, apés
ultrapassar uma barreira de 40 kcal/mol. A analise
da figura 1b mostra que o0 mecanismo ocorre,
aparentemente concertado e a EPSP se forma apés
ultrapassar uma barreira de energia de 35 kcal/mol.
Essas simulagcbes envolvendo mutacdo tém
barreiras bem maiores do que os resultados obtidos
anteriormente”, sem mutac&o.

Conclusoes

Podemos concluir que o mecanismo de auto-
catalise é sensivel ao efeito das mutacdes G362A e
D334A, corroborando a prosposta deste como um
possivel mecanismo para a etapa de eIimina(;éos.
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