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RESUMO

Este estudo, baseado em docking molecular, descreve a busca das conformacbes mais
favoréveis para a formagdo dos complexos alvo-ligante com herbicidas utilizados no cultivo
de soja e uma enzima envolvida no processo de desintoxicacdo, e baseado nestes resultados
sdo propostas algumas diretrizes para o desenvolvimento de novos compostos. A proteina
estudada foi a glutationa transferase Tau de soja, a GmGSTUA4-4. Foram estudados 14
herbicidas: diclofope, fluazifope, cletodim, clomazona, diquate, paraquate, atrazina, diurom,
bentazona, acifluorofem, fomesafem, sulfentrazona, clorimurom e glifosato. A escolha dos
herbicidas se baseou na lista daqueles que séo utilizados na cultura da soja e estéo registrados
no Ministério da Agricultura e Abastecimento do Brasil. Foram obtidos os complexos
GmGSTU4-4-herbicidas. O sitio de ligacdo analisado por visualizagdo molecular mostra uma
forma quase cilindrica, aberta e exposta ao solvente e composto de dois sitios G e H. No sitio
G foram observadas trés moléculas de agua que participam de interacBes moleculares com
varios dos herbicidas estudados o que sugere que novos compostos poderiam ser
desenvolvidos observando a necessidade da presenca de grupos quimicos capazes de interagir
com a agua, tanto como doadores como aceptores de ligacdes de hidrogénio. Os herbicidas
maiores podem ocupar os sitio G e H e parecem ser mais promissores na atividade de
desintoxicacao.

Palavras-chave: Docking, Modelagem Molecular, herbicidas, glutationa transferase Tau.
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ABSTRACT

This study, based on molecular docking, describes the search for the most favorable
conformations when complexes between herbicides, used in soybean cultivation, and an
enzyme involved in the detoxification process are formed and based on these results some
guidelines for the developing of new compounds are proposed. The glutathione transferase
Tau, GmGSTU4-4, from soybean was the target protein, and diclofop, fluazifop, Clethodim,
clomazone, diquat, paraquat, atrazine, diuron, bentazone, acifluorofem, fomesafem,
sulfentrazone, glyphosate and clorimurom, the 14 herbicides studied. These last ones were
chosen based on the list of those that are used in soybean crops and are registered with the
Ministry of Agriculture and Supply of Brasil. For all of them the GmGSTU4-4-herbicide
complexes were obtained. The protein binding site, analyzed by molecular visualization,
presents an almost cylindrical shape, open and exposed to the solvent and is composed of two
sites G and H. Three water molecules were observed in the G-site in that participate in
molecular interactions with several of the studied herbicides, This finding suggests that new
compounds that could, and should, be developed need to have in their structure chemical
groups capable of interacting with the water, both as donors and acceptors of hydrogen bonds.
Another interesting finding was that the largest herbicides may occupy both the G and H sites,
and seem to be most promising in the activity of detoxification.

Keywords: Docking, Molecular Modeling, herbicides, glutathione transferase Tau.
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moléculas de &gua representadas como W1, W2 e Wa3.

20 Orientagdo do composto 13 - Clorimuron no sitio ativo da GmGSTU4-4. A
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22 Herbicidas com comportamento diferente dos ligantes GSH e GTB.

23 Sobreposicéo do ligante Fluazifope, enantibmero R (verde) e enantidmero S
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24 Sobreposicéo do ligante Diclofope, enantidmero R (cinza) e enantidmero S
(azul).

Apéndice do Capitulo - 3

Figura 3
Figura 3

Figura 3

Figura 3

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.
Figura 3.
Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Al.a Algumas interagdes entre a molécula (R) - diclofope no sitio de ligagdo da
glutationa GmGSTU4-4.

Al.b Algumas das ligagfes do Composto (S) - Diclofope complexado com a
GmGSTU4-4,

A2.a (R) - Fluazifope no sitio GmGSTU4-4. Sdo apresentadas algumas interacfes
do composto 2 em linha tracejada preta.

A2.b (S) - Fluazifope no sitio GmGSTU4-4. S&o representadas algumas interacoes
do composto 2 em linha tracejada preta e também algumas interagdes com a
molécula de agua W2.

A.3 Algumas interacfes do composto Cletodim com os residuos da GmGSTU4-4
em linha tracejada preta.

A.4 Composto Clomazona complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interacGes
do composto com os residuos da enzima em linha tracejada preta. O centrdide esta
representado em verde mostrando a interacdo C-H...m entre o composto e o
residuo Leu216.

A.5 Ligante Diquate e as interagdes com os residuos da GmGSTU4-4 em linha
tracejada preta.

A.6 Paraquate e algumas interacdes com os residuos da GmGSTU4-4 em linha
tracejada preta.

A.7 Composto Atrazina complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interagdes do
composto com os residuos da enzima em linha tracejada preta.

A.8 Composto Diurom complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interagcdes do
composto com os residuos da enzima e com a molécula de dgua W3 em linha
tracejada preta.

A.9 Composto Bentazona complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interacGes
do composto com os residuos da enzima tracejada preta.

A.10 Composto Acifluorfem complexado com a GmGSTU4-4. Algumas
interacfes do composto com os residuos da enzima e a molécula de 4gua W1 em
linha tracejada preta. Em verde os centroides mostrando uma interacao =...m entre
0 anel da Phel5 e o anel do ligante.

A.11 Composto Fomesafem complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interacbes
do composto com os residuos da enzima e com as moléculas de agua W1 e W3 em
linha tracejada preta.

A.12 Composto Sulfentrazona complexado com a GmGSTU4-4. Algumas
interagcBes do composto 12 com os residuos da enzima em linha tracejada preta.
A.13 Composto Clorimurom complexado com a GmGSTU4-4. Algumas
interacfes do composto 13 com os residuos da enzima e a 4gua W3 em linha
tracejada preta.

A.14 Composto Glifosato complexado com a GmGSTUA4-4. Algumas interacdes
do composto 14 com os residuos da enzima em linha tracejada preta.

77

77

78

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104



LISTA DE TABELAS

Capitulo 3 — Resultados e Discussao

Tabela 3. 1 Interagdes entre o inibidor S-(p-nitrobenzil)-glutationa (Nb-GSH) - (GTB) e a
glutationa transferase destacando as regifes do sitio G (em verde) e do sitio H
(em rosa)

Tabela 3. 2 Valores de escore (kcal/mol) dos compostos 1 a 14 em complexo com a
GmGSTU4-4
Tabela 3. InteragGes dos herbicidas com os residuos de aminoacido GmGSTU4-4

Apéndice do Capitulo 3 — Resultados e Discussao

Tabela 3 A.1.a Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da
orientacéo selecionada do composto (R) - Diclofope

Tabela 3 A.1.b Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os 4tomos da
orientacdo selecionada do composto (S) - Diclofope

Tabela 3 A.2.a Principais interagdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da
orientacdo selecionada do (R) -Fluazifope

Tabela 3 A.2.b Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os 4tomos da
orientacdo selecionada do enatidmero composto (S) - Fluazifope

Tabela 3 A.3 Principais interacdes entre GmGSTU4-4 e os 4tomos da orientagao
selecionada do composto Cletodim

Tabela 3 A.4 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os 4&tomos da
orientacéo selecionada do composto Clomazona

Tabela 3 A.5 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os 4&tomos da
orientacdo selecionada do composto Diquate

Tabela 3 A.6 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os 4&tomos da
orientacdo selecionada do composto Paraquate

Tabela 3 A.7 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os dtomos da
orientacdo selecionada do composto atrazina

Tabela 3 A.8 Principais interacfes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da
orientacdo selecionada do composto Diurom

Tabela 3 A.9 Principais interacfes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da
orientacdo selecionada do composto Bentazona

Tabela 3 A.10 Principais interacGes entre 0s residuos de GmGSTU4-4 e os dtomos da
orientacdo selecionada do composto Acifluorfem

Tabela 3 A.11 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da
orientacdo selecionada do composto Fomesafem

Tabela 3 A.12 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os 4tomos da
orientacdo selecionada do composto Sulfentrazona

Tabela 3 A.13 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTUA4-4 e os &tomos da
orientacdo selecionada do composto Clorimurom

Tabela 3 A.14 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os &tomos da
orientacdo selecionada do composto Glifosato

57

60

76

89
90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104



SUMARIO

APRESENTAGCAOQ ...ttt 20
LLINTRODUGAO . ...ttt n s 21
1.2 A enzima glutationa transSTerase ...........cooiiieiiiiiieic e 22
1.2.1 Origem e evolugéo da cultura da soja (GlyCINe MaX) .........cceevvrriierieeiieiiiesieeiens 22
1.2.2 A superfamilia das glutationas transferases............ccuvieiiiiiie e 24
1.2.3 Classes da Glutationa TranSferase ...........cocveiiieiiiiiieii e 25
1.2.4 Glutationa transferase de Plantas...........cccooveiiiiiiiiieic e 29
1.2.5 Tolerancia @ NerbICIAAS ........c..oiuiiiiiiie e 31
1.2.5.1 O metabolismo de herbicidas nas plantas.............ccccooveiiiiiiiie e 33
1.2.6 Utilizag0es doS NErbICIAAS ..........eeiuiiiiieiiieiie e 34
1.2.6.1 Diclofope (C15H12C12004) .cuuviiiiiieiiiie e 36
1.2.6.2 Fluazifope (CisH12F3NO4) ..eiiiiiieiiie e 37
1.2.6.3 Cletodim (C17H26CINOES) «.....veoveiveeeeeeeeee oo 38
1.2.6.4 Clomazona (C12H14CINO?) ..coovviieiiiieeee e 38
1.2.6.5 Diquate (C1oH1oN2) eeee e 39
1.2.6.6 Paraquate (C12H1aN2) c.eeeeiiiieiiee e 40
1.2.6.7 Atrazina (CgH1aClINB) ...oooivieeiiiie e 41
1.2.6.8 Diurom (CgH1gClIaN2O) ... 41
1.2.6.9 Bentazona (C1gH12N203S) ..oiiiiiiiiiie e 42
1.2.6.10 Acifluorfem (CiaH7CIF3NOS)...cccuiiiiiiie e 43
1.2.6.11 Fomesafem (C1sH10CIF3N206S) ...vvviiiiieiiiie e 43
1.2.6.12 Sulfentrazona (C11H10Cl2F2N4O3S) .o 44
1.2.6.13 Clorimurom (C13H11CINZOES) .....vueeiiiie et 45

1.2.6.14 Glifosato (C3HENOSP) .......eieiiiieiiie et 46



1.3 DOCKING MOIECUIAN ... 46

1.3.1 Algoritmo genético (AG) e 0 programa GOLD...........ccccviiiiiiiiiieneeee e 47
1.4 ODJEEIVOS. ...ttt ettt ekttt b bbb 49
1.4.2 ODJEUIVO GBI ......eiiiiiei et 49
1.4.2 ODJetiVOS €SPECITICOS. ... cuveieeitieie ettt 49
2 MATERIAIS E METODOS .......ooiiiiiieeeieeeeeee s s sttt n s s s eenens 50
2.1 Obtencéo da estrutura tridimensional da Glutationa Transferase...............cccocvenee. 51
2.2 Modelagem molecular dos herbiCidas ..o 52
2.3 Redocking ou validagdo da metodologia .........c.cooviiiiiiiiiiieiiieieceee e 53
2.4 Realizagao dos cAlculos de dOCKING .......covviiiiieiiiiiie s 54
3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......cociiiiiiieiteteeeeeess et s st es s s 55
3.1 Ligantes cristalograficos e a enzima Glutationa Transferase...........ccccoccvevveiiveinnenn, 55

3.1.a Ligante S-(p-nitrobenzil)-glutationa (GTB) e Redocking .........ccccoevveviiveiinnnnns 55

3.1.b Ligante glutationa GSH ..........oooiiiiiie e 58
3.2 Estudos de docking dos compostos (herbicidas) ..........cccceoviieiiiiiiiiec e, 59
3.2.1.a Composto 1 (R) - DICIOFOPE .....covveeiiiee e 61
3.2.1.b Composto 1 (S) - DICIOTOPE ....ocovieeiiiieeceee et 61
3.2.2.a Composto 2 — FIUAZITOPE(R) ....coveeeiciee et 62
3.2.2.b Composto 2 (S) -FIUAZITOPE.......c.eee et 63
3.2.3CompPOoSt0 3 - CIEtOTIM.......oeiiiieiiiee e 64
3.2.4 ComMPOSLO 4 - ClOMAZONEA .....ccvvrieeeiiiiie et e et e e e s e e e e st e e e e s sraeeeaans 65
3.2.5 COMPOSLO 5 - DIQUALE.......eeeieiiiiiiee ettt et e e e e e e e e s araeaeans 66
3.2.6 COMPOSLO 6 - PAraQUATE.........ciiiiiiiiiieeee et e e e e e e 67
3.2.7 COMPOSLO 7 = ALFAZINA ....vvvieeiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e s araeaeaans 67

3.2.8 COMPOSLO 8 - DIUFOM .....viiiieeiiiiie ettt e e e e e et e e e e st e e e s e abaa e e e anraaaeaans 68



3.2.9 ComMPOSLO 9 = BENTAZONA. ......cuvviiiiiieiiiie ittt 69

3.2.10 Composto 10 - ACITIUOITEM ......oeiiiie e 70
3.2.11 CompPOStO 11 - FOMESATEM .....eiiiiiiiieiie e 71
3.2.12 ComMPOSLO 12 - SUIENTIAZONA ... .ceiiieiiiieiie e 72
3.2.13 CompPOSt0 13 - ClOFTMUIOM ..ottt 73
3.2.14 ComPOSLO 14 - GlITOSALO .....ccuviiiieiiieiee e 74
3.3 Consideragdes e comparacdes sobre o posicionamento dos ligantes................cc.e...... 75
4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS .....cooiiiititeceee ettt 79
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 81

APENDICE DO CAPITULOD 3 ..o oo 89






Apresentacao 20
Apresentacao

Este trabalho apresenta o estudo da formacdo de complexos entre herbicidas e a
enzima glutationa transferase da classe Tau, GSTU4-4, de soja, que atua na metabolizacao de
xenobidticos.

Os ligantes estudados foram os herbicidas diclofope, fluazifope, cletodim, clomazona,
diquate, paraquate, atrazina, diurom, bentazona, acifluorofem, fomesafem, sulfentrazona,
clorimurom e glifosato que sdo utilizados na cultura da soja e estdo registrados no Ministério
da Agricultura e Abastecimento.

Estudos de docking e intenso trabalho de visualizagdo molecular foram realizados para
avaliar a interacao dos herbicidas com a enzima.

O Capitulo 1 apresenta uma introducdo ao problema, uma descricdo da enzima,
mostrando sua forma de atuar e a importancia de aminoacidos que participam das interacdes
tanto do ponto de vista bioquimico como da evolucdo. Também ha uma descricdo dos
ligantes. Ao final é apresentada uma breve descri¢do da simulagdo computacional por docking
molecular. O Capitulo 2 contempla os materiais € métodos, onde ha uma descricdo dos
receptores, dos ligantes estudados, e do método de simulacdo, o docking molecular, e a
importancia da visualizacdo molecular para a avaliacdo das interagdes moleculares. No
Capitulo 3, sdo apresentados e discutidos os resultados dos célculos e analises de docking,
com énfase na avaliacdo de modo de ligacdo dos compostos a enzima. Este capitulo contém
um apéndice onde estdo organizadas as tabelas de interacdes e figuras dos complexos
resultantes da andlise auxiliada por visualizacdo molecular. Optou-se por adotar os apéndices
devido ao grande nimero de informagdes (nimero de complexos analisados e interacGes
intermoleculares gerados). No Capitulo 4, sdo apresentadas as conclus@es e perspectivas do

trabalho e no Capitulo 5, as referéncias.
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Capitulo 1 — Introducéo

1 INTRODUCAO

A soja produzida no Brasil tornou-se uma das culturas com maior lucratividade na
agricultura nacional. Devido sua facilidade de adaptacdo ao clima e a topografia, essa cultura
de difundiu por quase todos os estados brasileiros, sendo produzida desde as regides
subtropicais até o cerrado. A cada nova safra essa cultura também incorpora novas
tecnologias que permitem ampliar a produtividade e proporcionar novos aproveitamentos ao
gréo (VENCATO et al., 2005).

A busca por maior produtividade esbarra na interferéncia das plantas daninhas, as
quais tendem aumentar o custo de producdo devido ser necessario a utilizacdo de herbicidas
para o controle das mesmas (RODRIGUES e PITELLI, 1994). No entanto, os herbicidas
também podem provocar danos nas plantas cultivadas, geralmente devido ao emprego de
doses excessivas, uso de herbicidas ndo adequados, sobreposicdo de faixas de aplicagéo,
aplicacdes ndo uniformes ou uso de equipamentos mal regulados. Além disso, a cultura pode
ser afetada por residuos de herbicidas aplicados na cultura anterior, cujos efeitos sdo mais
frequentes em solos leves, com baixo teor de matéria organica, e quando as condicdes

climaticas anteriores foram de periodos secos prolongados (ROMAN, 2000).

Para inativar os efeitos toxicos de herbicidas as plantas possuem diferentes sistemas de
defesa (BOR, OZDEMIR, TURKAN, 2003), permitindo a elas adaptarem-se para minimizar
os danos, que podem ocorrer pela acdo dos herbicidas (RADETSKI, COTELLE, FERAD,
2000). As glutationas transferases (GST) sdo consideradas parte de uma rota coordenada de
desintoxicacdo de compostos exdgenos e nas plantas sdo responsaveis pelo metabolismo de
um amplo namero de herbicidas comercialmente importantes (EDWARDS e DIXON, 2000).

Na soja, o tripeptideo glutationa (GSH) é substituido pela homoglutationa (y-glutamil-
cisteinil- p-alanina, hGSH), sendo assim, e possivel que diversos herbicidas sejam
metabolizados nessa espécie (BREAUX, PANTANELLA, SANDERS, 1987). Devido ocorrer
répida conjugacao dos herbicidas, a hGSH protege as plantas de soja da intoxicacdo e permite
que esses compostos sejam usados no controle seletivo de plantas daninhas nessa cultura
(OWEN, 2000).
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Apesar de sua importancia no metabolismo de herbicidas, relativamente pouco se tem
estudado sobre as GST atuantes no metabolismo desses compostos xenobidticos (xenos =
estranho) em plantas de soja (ANDREWS et al., 2005). Sendo assim, devido a importancia da
soja para a agricultura e economia brasileira, ha necessidade de se realizar estudos

sistematicos relacionados a desintoxicacdo de herbicidas via as enzimas GST.
1.1 A enzima glutationa transferase

1.1.1 Origem e evolucéo da cultura da soja (Glycine max )

A soja pertence a ordem Rosaceae, da familia Leguminosae ou Fabaceae, do género
Glycine e da espécie Glycine max (APARICIO et al., 2008). A soja tem sido utilizada em
paises asidticos por muitos séculos para preparar uma grande variedade de alimentos
(BURTON, 1997).

Na década de 70 o pesquisador Hymowitz, baseado em evidéncias histdricas e
geogréficas, concluiu que a soja foi domesticada cerca de 2.000 a.C. nas regifes norte e
central da China (BURTON, 1997). Com o avanc¢o da domesticacdo da soja, essa cultura foi
levada para outras regifes devido ao aumento da sua importancia na alimentacdo humana e

nas transacGes comerciais entre 0s povos orientais (BONETTI, 1977).

No continente europeu a soja foi introduzida em 1712 por um boténico aleméo,
Engelbert Kaempfer. Posteriormente, Carl von Linné, deu o nome genético a soja, Glycine
Max (APARICIO et al.,, 2008). No entanto, devido ao clima e as condi¢bes do solo, a
producdo de soja tem sido limitada na Europa (EMBRAPA SOJA, 2004).

Na América a soja foi introduzida em 1765 por Samuel Bowen nas colbnias
americanas (HYMOWITZ e HARLAN, 1983), sendo que nos USA a soja foi considerada
uma promissora planta forrageira e produtora de grdos, porém o seu cultivo somente foi
recomendado em 1880, quando foi reconhecido seu potencial agronémico. A soja comegou a
ser explorada comercialmente somente no século XX. Em 1930, ocorreu a grande expansado
como cultura produtora de grdos (BONETTI, 1977).

No Brasil, a soja foi introduzida pelo professor da Escola de Agronomia da Bahia
Gustavo Dutra no ano de 1882. Em 1892 a soja foi cultivada pela primeira vez no Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), contudo os melhores resultados comegaram a surgir com 0s

imigrantes japoneses em 1908 e, posteriormente, em 1923 quando Henrique Lobbe introduziu
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cerca de 50 variedades trazidas dos USA, desse modo, as pesquisas com essa planta se
intensificaram (MIYASAKA e MEDINA, 1981) e mais de 80% do volume produzido na
época ainda se concentrava nos estados da Regido Sul do Brasil.

Nas décadas de 80 e 90 a regido centro-oeste do Brasil foi tomada por essa cultura,
assim como ocorreu na regido sul. Em 1970, apenas 2% da producdo nacional de soja era
colhida no centro-oeste. Em 1980, esse percentual passou para 20%, em 1990 j& era superior a
40% e em 2003 em torno dos 60%, ocupando assim maior espago no cenario agricola a cada
safra. Essa transformacdo promoveu o Estado do Mato Grosso a lider nacional de producéo e
de produtividade de soja (Figura 1.1) (EMBRAPA SOJA, 2004).
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Figura 1.1 Producéo de soja - Brasil e principais estados produtores - 1998 a 2000, 2001 a 2003 e 2004 a
2006 (Adaptado de IBGE, 2006).

Recentemente, a soja também vem ganhando destaque como fonte alternativa de
combustivel, mesmo apresentando um dos menores teores de 6leo, juntamente com o algodao
(19% e 15%, respectivamente), ainda assim essas duas culturas serdo as principais
fornecedoras do 6leo necessario para a producdo do biodiesel classico e do H-bio. O H-bio €
um novo processo de producdo de dleo diesel desenvolvido pela Petrobras. Consiste em
misturar 0leo vegetal ao 6leo mineral nas refinarias, obtendo-se assim um diesel de melhor
qualidade. O processo inclui a adigdo de hidrogénio na composicdo do combustivel, o que
reduz drasticamente o teor de enxofre que sera emitido no meio ambiente (REETZ et al.,
2006).



Introducéo 24

Atualmente o Brasil € o segundo maior produtor de soja do mundo com
aproximadamente 23 milhdes de hectares de area plantada e 65 milhdes de toneladas de gréos
colhidos. Nossa producdo nacional perde apenas para os Estados Unidos, 0 maior produtor de
soja do mundo com 91 milhdes de toneladas colhidas na safra 2009/10 (USDA, 2010). Desse
modo, com esses numeros apresentados acima podemos constatar que a importancia

econdmica e social da soja é indiscutivel tanto no mercado nacional como no internacional.
1.1.2 A superfamilia das glutationas transferases

No presente trabalho, a enzima selecionada para o estudo foi a glutationa transferase
por sua habilidade de inativar compostos toxicos, como herbicidas, inseticidas e outras drogas
sintéticas (MARRS, 1996).

As glutationas transferases (GST, E.C. 2.5.1.18, anteriormente chamadas de
glutationas-S-transferases) (AXARLI et al., 2009a) fazem parte de uma superfamilia de
proteinas cataliticas, que estdo distribuidas em uma extensa diversidade de organismos
aerobicos, desde bactérias até humanos (FROVA, 2003). As GTS séo soltveis, hidrofdbicas,
predominantemente citossolicas, com peso molecular de cerca de 50 kDa, constituida de
heterodimeros ou homodimeros com subunidades de 26 kDa e possuem um ponto isoelétrico
entre 4 e 5 (DIXON, COLE, EDWARDS, 1999; SOMMER E BOGER, 1999). Cada
subunidade da estrutura dimérica apresenta um sitio ativo com cinética independente
(DANIELSON e MANNERVIK, 1985).

As GST possuem dois sitios de ligagdo e sdo eles: o sitio de ligacdo, denominado sitio
G, especifico para o tripeptideo GSH e o sitio adjacente, sitio H. A GSH é um tripeptideo
constituido por trés aminoacidos: &cido glutamico, cisteina e glicina. O sitio G possui uma
alta especificidade, esta localizado mais proximo ao N-terminal da proteina, e apresenta uma
sequéncia conservada de aminodacidos. Devido a alta especificidade deste sitio apenas a GSH
e moléculas estruturalmente relacionadas servem como substrato. Ja o sitio de ligacdo H, um
bolso hidrofdbico, é mais amplo e localiza-se mais préximo ao C-terminal (MARRS, 1996).
Geralmente, é nessa regido que se ligam os xenobidticos, por exemplo, os herbicidas, ou
compostos toxicos endogenos (H,0,) (NEUEFEIND et al., 1997a; REINEMER et al., 1996).

Em geral, todas as estruturas das GST séo formadas por dois dominios, a regido N-
terminal composta por trés a-hélices e quatro fitas e a regido C-terminal composta somente

por a-hélices (geralmente de quatro a cinco hélices) (FAVALORO et al., 1998).
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A conjugacdo da GSH pela GST aumenta outras solubilizacbes e facilita as
transformacbes metabdlicas de forma que sdo rapidamente excretados (HAYES,
FLANAGAN, JOWSEY, 2005). Sendo assim, as GST tém papel importante na
desintoxicacdo de compostos xenobioticos e também protegem contra o estresse oxidativo
(AXARLI, RIGDEN, LABROU, 2004; DIXON et al., 2008).

As GST séo encontradas em todos os organismos aerébicos. Em humanos e em outros
mamiferos foram identificados 20 diferentes genes de GST (HAYES, FLANAGAN,
JOWSEY, 2005), 60 diferentes genes em plantas (McGONIGLE et al., 2000; WAGNER et
al., 2002; FROVA, 2003; SORANZO et al., 2004), 15 em bactérias (VUILLEUMIER e
PAGNI, 2002) e mais de 10 diferentes genes em insetos (RANSON, COLLINS,
HEMINGWAY, 1998).

As enzimas GST foram descobertas em 1961, através de estudos realizados em
animais onde mostraram-se importantes no metabolismo de desintoxicacdo de drogas
(BOOTH, BOYLAND, SIMS, 1961; COMBES e STAKELUM, 1961). A presenca dessas
enzimas em plantas foi detectada na década de 70, quando a atividade das GST de milho,
mostrou ser responsavel pela conjugacdo da glutationa (GSH) com o herbicida atrazina (2-
cloro-4-etilamino-6-esoproprilamino-s-triazina); fator este que protege a planta dos efeitos
nocivos do herbicida (FREAR e SWANSON, 1970). A desintoxicacdo da atrazina pela
enzima GST é uma resposta primaria no processo de desintoxicacdo de herbicidas pelas
plantas (SHIMABUKURO, SWANSON, WALSH, 1970). Todavia, em distintos organismos,
outras funcdes das GST ja foram descritas, tais como: a tolerdncia ao estresse oxidativo
(KAMPRANIS et al, 2000), aos inseticidas (RANSON, PRAPANTHADARA,
HEMINGWAY, 1997), transporte de produtos secundarios toxicos (MUELLER et al., 2000),
sinalizacdo da célula durante as respostas ao estresse (LOYALL et al., 2000) e fenbmenos de
resisténcia envolvendo agentes de quimioterapia contra o cancer (McLELLAN e WOLF,
1999; TEW, 1994).

1.1.3 Classes da Glutationa Transferase

Ao longo dos dltimos 30 anos um grande ndmero de GST foram purificadas e
classificadas por suas caracteristicas bioquimicas e imunoldgicas (Figura 1.2) (WILCE e
PARKER, 1994). Entdo, tendo como base varios critérios, incluindo a similaridade de

sequéncia nucleotideos/aminoécidos, estrutura fisica dos genes (nimero e posi¢do de introns)
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e propriedades imunorreativas, as GST foram agrupadas em numerosas classes. Algumas

estdo presentes em diversos tdxons enquanto outras sdo consideradas organismo-especifico

(FROVA, 2006).
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Figura 1.2 Arvore filogenética que ilustra a diversidade das GST e as relacdes entre as classes (Adaptado de
DIXON, LAPTHORN, EDWARDS, 2002b).

A superfamilia da GST é subdividida em classes, e atualmente sdo reconhecidas sete
classes em mamiferos, sendo Alpha, Mu, Pi especificas e Sigma, Theta, Zeta e Omega, que
também séo consideradas comuns a outros tdxons. Nas plantas sdo encontradas seis classes,
sendo Lambda, Phi, Tau e DHAR (deidroascorbato redutase) consideradas especificas e Theta
e Zeta comuns em outros taxons. Em insetos foram reconhecidas cinco classes, Delta
(especifica), Sigma, Theta, Zeta e Omega. Em bactérias, a classe especifica ¢ a Beta, e a
classe Theta é considerada comum em relagdo a outros taxons (FROVA, 2006).

Nos mamiferos, a tirosina (Tyr) € o residuo que é conservado no sitio ativo nas classes

Alpha, Mu e Pi, ja nas plantas o residuo de aminoacido que é conservado € a serina (Ser), nas
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classes Phi, Tau, Theta e Zeta. Esses aminoacidos conservados estdo relacionados a
conjugacao do tripeptideo glutationa (DIRR, REINEMER, HUBER, 1994).

A seqguir serdo descritas as principais caracteristicas funcionais e estruturais das classes
de GST.

As classes Alpha, Mu, Pi apresentam algumas semelhancas entre si (Figura 1.3), elas
possuem um total de 26 residuos conservados e uma identidade de sequéncia variavel: Mu-
Alpha de 20%, Mu-Pi de 30%, e Pi-Alfa de 32% (DIRR, REINEMER, HUBER, 1994;
SHEEHAN et al., 2001). E possivel verificar essa semelhanca nas estruturas das enzimas
principalmente no dominio N-terminal. A interacdo entre as subunidades do dimero é
hidrofobica e ocorre entre 0 dominio N-terminal de uma subunidade com o dominio C-
terminal da outra subunidade (ARMSTRONG, 1997). Devido a presenca de um residuo
aromatico (Phe52 na classe Alpha, Phe56 na classe Mu e Tyr49 na classe Pi) é possivel
ocorrer essa interacao hidrofébica (SINNING et al, 1993).

Essas classes apresentam a tirosina (Tyr7) como residuo responsavel pela catalise da
enzima, formando assim uma ligacdo de hidrogénio com a Cys da GSH. Porém, embora a
regido N-terminal seja bem conservada nas classes Alpha, Mu, Pi, 0 mesmo ndo ocorre na
regido C-terminal (DIRR, REINEMER, HUBER, 1994; SINNING et al., 1993). Essas trés
classes apresentam também algumas diferencas entre si, tais como: na classe Mu ha presenca
de um “loop n” no dominio N-terminal entre a sequnda folha B (beta-2) e a segunda o hélice
(alfa-2) (JI et al., 1995), fator este que resulta numa cavidade mais profunda do que a
encontrada na classe Pi da GST (WILCE e PARKER, 1994).

Na classe Alpha (Figura 1.3) no dominio C-terminal ha presenca de uma a-hélice
extra, resultando assim num sitio hidrofébico menor e mais estreito, quando comparado com o
sitio das classes Mu e Pi (SINNING et al, 1993). A classe Alpha também possui uma
atividade semelhante as das enzimas glutationas peroxidases (BOARD et al., 1997), que sdo
responsaveis pela remocao de espécies reativas de oxigénio (ROS), mais especificamente
catalisam a reacdo do H,O, em 2H,0 (SHEEHAN et al., 2001); apresentando também uma
afinidade pelo substrato 7-cloro-4-nitrobenzeno-2-oxa-1,3-diazol (NBD-CI) (BOARD, 2000).
A classe Mu (Figura 1.3) tem afinidade pelo substrato CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno). A
classe Pi, apresenta atividade de conjugacdo com a GSH, atividade de isomerase e contribui
para a defesa do organismo contra o estresse oxidativo (SHEEHAN et al., 2001).

A classe Sigma (Figura 1.3) esta presente em diversos organismos, tais como: no filo

Madibulata (Drosophila melanogaster), no filo Mollusca (Ommastrephes sloani) e no filo
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Platyhelminthes (Schistosoma haematobium) (TOMAREV, CHUNG, PIATIGORSKY,
1995). Essa classe apresenta caracteristicas proprias, principalmente com relagdo a interface
do dimero da GST (JI et al., 1995). Além disso, ela apresenta a GSH como cofator em suas
reacOes e esta relacionada ao mecanismo da prostaglandina-sintase (JOHNSON et al., 2003).

A classe Theta (Figura 1.3) esta presente em mamiferos e plantas (Arabidopsis),
apresentando uma serina (Serl2) ao invés de uma tirosina na regido N-terminal, que é
considerado um residuo essencial para a catélise (BOARD et al., 1995; REINEMER et al.,
1996; ROSSJOHN et al., 1998; WILCE et al., 1995). Esta classe apresenta especificidade
Unica pelo substrato, pois ela ndo possui atividade com o CDNB, que € o substrato universal
das GST (SHEEHAN et al., 2001). Nos seres humanos séo identificados dois homodimeros
distintos da classe Theta (GST T1-1 e GST T2-2) e essas duas subunidades apresentam cerca
de 50% de similaridade de sequéncia de aminoacidos (PEMBLE et al, 1994; SCHRODER et
al., 1996).

A classe Delta (Figura 1.3) é especifica de insetos e esta relacionada a resisténcia de
inseticidas. Ela é responsavel pela desintoxicacdo desses produtos, pois em muitos insetos a
desidrocloracdo é catalisada pela GST, portanto, esse é o principal mecanismo responsavel
pela resisténcia do inseticida organoclorado 1,1,1-tricloro-2,2-bis-(p-clorofenil) etano (DDT
sua sigla em inglés). Ja a desintoxicacdo de inseticidas organofosforados ocorre através da
conjugacdo com a GSH (SHEEHAN et al., 2001).

A classe Omega (Figura 1.3) é encontrada em diversas espécies de mamiferos. Em
humanos essa classe (GSTO 1-1) é expressa na maioria dos tecidos e apresenta uma atividade
tiol-transferase dependente da glutationa, além disso, ela catalisa a reducdo do
dehidroascorbato. Essa classe possui uma extensdo N-terminal diferente das GST, pois no
sitio ativo ha presenca de uma cisteina (Cys) ao invés da tirosina (Tyr) ou serina (Ser) que

estdo presentes nas demais classes (BOARD et al., 2000).
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Figura 1.3 A cadeia comum da superfamilia GST, em verde (Adaptado de BOARD et al., 2000).

1.1.4 Glutationa transferase de plantas

As GST tém sido caracterizadas na maioria das espécies de culturas e tém sido
intensamente estudadas devido a sua importancia na capacidade de conferir tolerancia a
herbicidas, uma forma de desintoxicagdo. Essas enzimas desempenham um papel importante
na resposta celular de auxinas (fitohorménios que funcionam como reguladores do
crescimento vegetal) e durante o metabolismo normal da planta, na producdo de produtos
secundarios como antocianinas e o acido cinamico (AXARLI et al., 2009a) na estabilizacédo
de flavondides (MARRS, 1996), além de atuarem como peroxidases na reducdo de
hidroperdxidos a monohidroxi-alcool durante estresse oxidativo e no catabolismo de tirosina
(DIXON, LAPTHORN, EDWARDS, 2002b)

A primeira classificagédo das GST de plantas foi realizada em 1997 pelo pesquisador
Frans Droog, posteriormente, essa classificacdo foi atualizada baseando-se na organizacéao
estrutural e sequéncia do gene (nimero e posi¢do do intron), similaridade da sequéncia de
aminoacidos e conservacdo de residuos especificos da proteina (EDWARDS, DIXON,
WALBOT, 2000).
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Sendo assim, as GST de plantas sdo agrupadas nas classes: Phi (GSTF), Tau (GSTU),
Theta (GSTT), Zeta (GSTZ), Lambda (GSTL) e dehidroascorbato redutase (DHAR). A
identidade de sequéncia entre as classes €, via de regra, menor que 30% e dentro das classes
maior que 30% (DIXON, LAPTHORN, EDWARDS, 2002b).

De acordo com Thom et al. (2002) as GST de diferentes classes sdo capazes de
desintoxicar pesticidas em diversas espécies. No entanto, a expressdo das classes de GST
presentes nas plantas é muito varidvel dependendo do tecido e das condi¢cBes ambientais nas
quais as plantas estdo submetidas (SORANZO et al., 2004).

As GST da classe Tau sdo extremamente importantes, pois estdo envolvidas na
seletividade aos herbicidas (THOM et al., 2002), na sinalizacéo intracelular e nas respostas
hormonais (citocininas e auxinas) (EDWARDS, DIXON, WALBOT, 2000). Esta classe é a
mais expressa nas culturas de soja e trigo, sendo responsavel pela desintoxicacdo dos
herbicidas, principalmente dos grupos quimicos difenil-éteres e ariloxifenoxipropionatos
(DIXON et al., 2003). J& os herbicidas dos grupos quimicos cloroacetamida,
ariloxifenoxipropionatos e sulfoniluréia sdo desintoxicados rapidamente através da
conjugacédo com o tripeptideo GSH (THOM et al., 2002).

A classe Phi esta relacionada principalmente na desintoxicacdo de herbicidas
(DIXON, LAPTHORN, EDWARDS, 2002b), e é predominante nas plantas de milho,
representando mais do que 1% da proteina soltvel total (COLE, 1994), com a funcédo
fundamental de metabolizar os herbicidas dos grupos quimicos cloroacetanilida, cloro-s-
triazina e tiocarbamatos (EDWARDS e DIXON, 2000).

Ambas as classes, Phi e Tau, estdo envolvidas na deposi¢do do pigmento antocianina
no vacuolo celular (MUELLER et al., 2000). A classe Phi possui 4 isoformas conhecidas e
sdo elas: GST-I (GSTF1), GST-1l (GSTF2), GST-lll (GSTF3) e GST-IV (GSTF4). As
isoformas GST-1 e GST-1lIl sdo expressas constitutivamente, ja as GST-1l e GST-IV sdo
induzidas por herbicidas safeners (NEUEFEIND et al., 1997b).

Os herbicidas safeners sdo compostos quimicos que aumentam a seletividade entre 0s
cultivares e as plantas daninhas, e a fitotoxicidade dos herbicidas para as culturas podem ser
significativamente reduzidas com a utilizagdo dos safeners. As bases bioquimicas da atuagéo
dos safeners referem-se a sua habilidade de acelerar a desintoxicagdo metabdlica dos
herbicidas a partir de plantas tratadas (GATZ, 1997).



Introducéo 31

A classe Zeta estd envolvida no catabolismo da tirosina através de uma atividade
similar & maleilacetoacetato isomerase (DIXON, DAVIS, EDWARDS, 2002a), apresentando
também atividade semelhante a glutationa peroxidase (BOARD et al., 1997).

1.1.5 Tolerancia a herbicidas

Os herbicidas sdo a classe de produtos quimicos mais utilizados na agricultura,
correspondendo a mais de 60% de todos os pesticidas aplicados e comercializados no mundo.
Estes compostos afetam rotas bioquimicas que ndo existem nos animais, como fotossintese,
biossintese de aminoacidos essenciais e biossintese da clorofila, porém, o uso desses produtos
pode gerar efeitos tdxicos em organismos nao alvos, tais como os animais (mamiferos)
(SHANER, 2003).

Os herbicidas além de prejudicar os animais, também podem alterar 0 metabolismo
das plantas, pois eles possuem acdo fitorreguladora que afeta o desenvolvimento e a
diferenciacdo de compostos em geral, incluindo o processo de fotossintese, a formacdo de
carboidratos, lipideos, aminoacidos e a biossintese de constituintes celulares (SHANER,
2003).

Diversos herbicidas seletivos tém sido desenvolvidos para controlar plantas daninhas,
consideradas indesejaveis nas culturas. Entdo, herbicidas seletivos sdo aqueles capazes de
eliminar varias espécies de plantas daninhas, porém ndo causam injurias ou danos
significativos nas plantas de interesse econdémico (HOLT, POWLES, HOLTUM, 1993). Além
disso, a seletividade dos herbicidas é atribuida as diferencas na absorcdo e no método de
aplicacdo (HOLT etal., 1995).

Evidéncias fisiologicas e genéticas indicam que a seletividade dos herbicidas em
plantas esta relacionada com a habilidade da espécie e/ou a capacidade do gendtipo em
metabolizar e assim desintoxicar tais produtos (MARRS, 1996). Contudo, 0 uso excessivo do
mesmo principio ativo, mecanismo e modo de agdo podem ocasionar a resisténcia ao
herbicida (OWEN e ZELAYA, 2005).

Nas plantas existem diversas enzimas que apresentam capacidade de metabolizar
diversos xenobidticos, entre eles os herbicidas, 0 que proporciona as plantas um mecanismo
de desintoxicagdo (MANNERVIK e DANIELSON, 1988). Dentre as enzimas, as mais
conhecidas e estudadas sdo as glutationas transferases, que produzem conjugados sollveis em
agua destes xenobiédticos (WILCE e PARKER, 1994; KREUZ, TOMMASINI, MARTINOIA,
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1996). Nas plantas resistentes a certos herbicidas isto € devido a um mecanismo de
desintoxicacdo que compreende a formagéo de um conjugado GSH-herbicida (EDWARDS et
al., 2005).

Em diversas culturas como, milho (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), tabaco
(Nicotiana tabacum), soja (Glycine max), Arabidopsis thaliana, sorgo (Sorghum bicolor),
cana-de-agucar (Saccharum spp.), entre outras, ja foram identificadas as GST responsaveis
pela desintoxicacéo direta de herbicidas (OZTETIK, 2008).

Alguns genotipos de milho e sorgo sdo reconhecidamente tolerantes aos herbicidas dos
grupos quimicos triazina e cloroacetanilida devido apresentarem altos nives de GST, que
catalisam a conjugacdo atrazina-GSH e cloroacetanilida-GSH, resultando assim em
compostos sollveis em &gua. J& a cultura da soja quando testada com o herbicida acirfluorfem
(Blazer®) mostrou ter uma rapida conjugacdo acifluorfem-GSH quando comparada com
plantas daninhas (MARRS, 1996).

Em plantas de tabaco geneticamente modificadas com o gene GSTF1 de milho
demonstraram maior tolerancia ao herbicida Alacloro (Boxer®), quando comparadas com
plantas ndo modificadas geneticamente. Desse modo, atualmente essas plantas transgénicas
sdo usadas como ferramentas biotecnoldgicas na fitorremediacdo de solos agricolas
contaminados com herbicidas (KARAVANGELI et al., 2005).

Segundo Uotila, Gullner, Komives (1995) nas plantas de milho, trigo e ervilha tratadas
com herbicida glifosato (Roundup®) hé indicacdo de formagao de complexo glifosato-GSH, o
que reduz significativamente a toxicidade desse herbicida. Além disso, esses autores sugerem

que o glifosato também estimula a sintese desta enzima.

Ja as culturas de algoddo, amendoim, ervilha e soja sdo tolerantes ao herbicida
fluorodifen, pois também formam um complexo fluorodifem-GSH que reduz os efeitos
toxicos desse herbicida na planta (MARRS, 1996).

As GST ndo estdo igualmente distribuidas nas espécies de plantas, portanto, as
espéecies com maiores niveis de atividade da enzima irdo suportar a exposicdo a herbicidas, ja
aquelas com menores niveis ndo irdo sobreviver. Sendo assim, a tolerancia das plantas aos
herbicidas depende da captagéo, translocagéo e metabolizacdo dos compostos pelas enzimas
desintoxicantes (ZHU et al., 2009).
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1.1.5.1 O metabolismo de herbicidas nas plantas

As GST sdo em sua maioria enzimas de desintoxicacdo e foram descobertas por sua
capacidade de metabolizar uma grande variedade de compostos exdgenos tdxicos
(xenobioticos) pela conjugacdo com a GSH. As GST ja foram encontradas em numerosos
processos celulares que apesar da aparente diversidade, tém em comum uma fungdo basica: o
reconhecimento e transporte de uma ampla gama de compostos eletrofilicos reativos,
independente se o composto é de origem exogena (xenobidtico) ou de origem endogena
(MARRS, 1996). As GST produzidas pelos organismos formam uma matriz de defesa contra
compostos toxicos, sendo essencial para a sobrevivéncia (SWAIN, 1977; ISHIKAWA, 1992;
SANDERMANN, 1992). As plantas ndo tém sistema de excrec¢do assim sendo 0S compostos
conjugados pela glutationa ou sdo sequestrados no vacuolo ou sdo transferidos para o
apoplasto, processo denominado de "excrecao de armazenamento” (MARRS, 1996).

Os mecanismos de desintoxicacdo de xenobidticos em plantas podem ser separados
em processos sequénciais; a transformacdo quimica seguida da compartimentalizacdo. Estes
por sua vez podem ser divididos em trés fases: | - reacdes de ativacdo (também chamada de
transformacéo); Il - conjugacao e Ill - compartimentalizacdo interna e estocagem (MARRS,
1996).

Na fase | ocorre o processo de hidrolise (catalisado por esterases e amidases) e
oxidacdo (catalisada pelo citocromo P-450). Na fase Il ocorre a desativacdo de xenobidticos
ou a ligacdo covalente de metabdlitos ativados na fase | a moléculas hidrofilicas endogenas,
tais como glicose, malonato ou glutationa resultando em compostos atéxicos ou menos
toxicos. A fase Il pode ter a participacdo da GST. Na fase Ill os conjugados inativos
hidrossoltveis formados na fase Il, sdo exportados do citossol através de proteinas de
membrana, as quais iniciam a compartimentalizacdo extracelular (apoplasto) e/ou o estoque
no vacuolo (conjugados sollveis) ou na parede celular (conjugados insollveis) (KREUZ
TOMMASINI, MARTINOIA, 1996).

E importante salientar que estas enzimas de desintoxicacio Ss&0 muito
versateis no reconhecimento de substratos. Nas plantas, elas também desempenham fungdes
definidas no metabolismo secundario e, assim, reconhecem e transportam os substratos
naturais e xenobidticos (SANDERMANN, 1992).

Devido as GST possuirem alta solubilidade em agua, grande abundancia nas células e
suas propriedades de ligacdo, essas enzimas estdo implicadas no transporte e armazenamento

intracelular de ampla faixa de ligantes hidrofobicos estruturalmente diferentes, tais como:
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horménios, flavonoides e xenobidticos (AXARLI RIGDEN, LABROU, 2004; DIXON et al.,
2008).

Desse modo, todas as func¢bes de desintoxicacdo de xenobidticos e 0 metabolismo de

enddgenos através de GST nas plantas, mencionados acima, estdo resumidos na Figura 1.4.
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Figura 1.2 Desintoxicacdo de xenobioticos e metabolismo de enddgenos através de GST nas plantas
(Adaptado de DIXON et al., 1998).

1.1.6 Utilizag&o dos herbicidas

Herbicidas sdo substancias quimicas amplamente utilizadas na agricultura no manejo
de plantas daninhas, inibindo ou interrompendo significativamente o crescimento e 0
desenvolvimento da planta. Os herbicidas podem oferecer uma relagdo custo-beneficio
interessantes no controle de plantas daninhas com um minimo de trabalho. Entretanto, o seu
uso de forma inadequada pode causar injdrias nas culturas comerciais, danos ao meio

ambiente e representam uma ameaca para o aplicador e outras pessoas expostas a eles.
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Os herbicidas sdo classificados de acordo com seu mecanismo de acdo, (PETERSON
et al., 2001). Este se refere ao primeiro processo bioquimico ou enzimatico que ¢é afetado pelo

herbicida, ja que um mesmo produto pode apresentar mais de um mecanismo de ag&o.

Gazziero et al. (2000) adaptaram tabelas que originalmente utilizavam 0s grupos
quimicos funcionais para classificacdo, e as novas tabelas agrupam os compostos pelo
mecanismo de acdo. Os herbicidas incluidos no mesmo retangulo (Figuras 1.5 e 1.6) possuem

comportamentos semelhantes, ainda que possam pertencer a diferentes grupos quimicos.

ACCase Herbicidas inibidores da enzima acetil-coenzima-A carboxilase.

Herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase.

Mimetizadores de auxina.

CAROTENO Herbicidas inibidores da sintese do caroteno.

DT NRALTY:] Herbicidas inibidores da divisdo celular.

Herbicidas inibidores da enzima enol-piruvil-shiquimato-
fosfato-sintase.

[ 113338 Herbicidas inibidores da fotossintese (FSI e FSII).

HROPLTS Herbicidas inibidores da enzima glutamina sintetase.

PROTOX Herbicidas inibidores da enzima protoporfirinogenio oxidase.

Figura 1.5 Mecanismo de acdo dos herbicidas (Adaptado de GAZZIERO et al., 2000).
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Figura 1.3 Classificacdo dos Herbicidas em funcdo do mecanismo de a¢do (Adaptado de GAZZIERO et
al., 2000).

A seguir serdo descritas, sucintamente, as principais caracteristicas dos herbicidas que
foram estudados nesse trabalho.

1.1.6.1 Diclofope (C15H12C|204)

Diclofope - lloxan® CE (Figura 1.7) é um herbicida de pés-emergéncia seletivo para o
controle de plantas daninhas gramineas encontradas em diversas culturas tais como: cebola,
feijdo, soja e trigo. Herbicidas p6s-emergentes séo os utilizados apds a emergéncia da cultura
e das plantas daninhas. (ANVISA, 2010; BAYER CROPSCIENCE, 2010).

Esse herbicida é do grupo quimico ariloxifenoxipropionato e € inibidor da acetil
coenzima A carboxilase (ACCase), blogueando a sintese de lipideos (COMPENDIUM OF
PESTICIDE COMMON NAMES, 2010).
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Figura 1.7 Formula estrutural do herbicida Diclofope (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.1.6.2 Fluazifope (C15H12F3NOy)

O Fluazifope — Fusilade® 250 EW (Figura 1.8) é um herbicida que pertence ao grupo
quimico ariloxifenoxipropionato (ANVISA, 2010), e age inibindo a enzima ACCase,
bloqueando a sintese de lipideos (COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON NAMES,
2010).

E um herbicida graminicida de pos-emergéncia, possui acio sistémica e é altamente
seletivo para a cultura de soja e outras dicotiledoneas. O fluazifope apresenta elevada
absorcédo foliar e baixa absorcdo radicular, dependendo da dose empregada. Esse herbicida
inibe o crescimento e causa amarelecimento dos meristemas e das folhas jovens. As plantas
sensiveis morrem em uma a trés semanas (SYNGENTA, 2010b; EMBRAPA, 2006).
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Figura 1.8 Férmula estrutural do herbicida Fluazifope (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).
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1.1.6.3 Cletodim (C17H26C|NO3S)

O herbicida Cletodim - Select® 240 EC (Figura 1.9) pertence ao grupo quimico oxima
ciclohexanodiona (ANVISA, 2010), e age inibindo a enzima ACCase, blogueando a sintese
de lipideos (ARYSTA LIFESCIENCE, 2010; EMBRAPA, 2006).

E um herbicida graminicida, sistémico, altamente seletivo, utilizado em pos-
emergéncia nas culturas de: algoddo, alho, batata, café, cebola, cenoura, feijao, fumo, soja,
mandioca e melancia (ANVISA, 2010).

Esse herbicida deve ser aplicado em gramineas anuais no estadio de 4 folhas até 4
perfilhos e no caso de gramineas perenes no estadio de 20 a 40 cm. As doses maiores devem
ser utilizadas para controlar as plantas daninhas em estadio de crescimento maior. Para que
ocorra um controle satisfatorio é necessario observar as condi¢cdes de umidade do solo,
temperatura média entre 20 — 35°C e boa umidade do ar (acima de 60%). Em periodos de seca
prolongada recomenda-se néo aplicar o produto (ARYSTA LIFESCIENCE, 2010).
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Figura 1.9 Férmula estrutural do herbicida Cletodim (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.1.6.4 Clomazona (C1,H14CINO))

O herbicida Clomazona - Gamit® 360 CS (Figura 1.10) pertence ao grupo quimico
Isoxazolidinona (ANVISA, 2010; FMC, 2010b), e age inibindo a sintese de caroteno
(EMBRAPA, 2006). A inibicdo da enzima IPP (Isopentyl Pirophosphato Isomerase) € o local



Introducéo 39
provavel de acdo. Outras alteracdes provocadas por esses produtos sdo: reducdo da sintese
protéica, perda de proplastideos e degradacdo dos ribossomos 70S (ABERNATLY, 1994).

E um herbicida recomendado a cultura de soja para controlar, em pré-emergéncia,
gramineas anuais e perenes e algumas folhas largas como: beldroega (Portulacca oleracea
L.), guanxuma (Sida spinosa) e trapoeraba (Commelina benghalensis). Os herbicidas para uso
em pré-emergéncia sao os aplicados ao solo antes da emergéncia das plantas daninhas. Esse
herbicida é absorvido pelos meristemas apicais, raizes e colo da planta, translocando-se via
xilema (EMBRAPA, 2006).
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Figura 1.10 Férmula estrutural do herbicida Clomazona (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.1.65 Diquate (C12H12N2)

O herbicida Diquate — Reglone® (Figura 1.11) pertence ao grupo quimico Bipiridilio
(ANVISA, 2010; SYNGENTA, 2010d), e age inibindo a sintese do fotossistema | (FSI)
(COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON NAMES, 2010). E um herbicida no seletivo,
aplicacdo em pos-emergéncia das plantas infestantes nas culturas de: beterraba, café, cebola,
citros, feijdo e péssego; e dessecante nas culturas de: arroz, batata, feijdo e soja (ANVISA,
2010).

No entanto, quando utilizado como herbicida, o Diquate deve ser aplicado nas fases
iniciais de crescimento da planta infestante (5-15 cm), podendo ser reaplicado se houver
reinfestacdo. Na dessecacdo das culturas de batata, feijdo e soja, somente uma aplicacdo é

necessaria e deve-se observar o intervalo de seguranga (SYNGENTA, 2010d).



Introducéo 40

—N" NE
N/ N/

Figura 1.11 Férmula estrutural do herbicida Diquate (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.1.6.6 Paraquate (C12H14N2)

O herbicida Paraquate - Gramoxone® 200 (Figura 1.12) pertence ao grupo quimico
Bipiridilio (ANVISA, 2010; SYNGENTA, 2010c), e age inibindo a sintese do fotossistema |
(FSI) (COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON NAMES, 2010).

E um herbicida de contato ndo seletivo, utilizado na aplicacdo em pos-emergéncia das
plantas infestantes nas culturas de algoddo, arroz, banana cacau, café, cana-de-agUcar, citros,
feijao, milho, pastagens, seringueira, soja, sorgo, trigo, entre outras. E utilizado também como
dessecante nas culturas de: algoddo, arroz, batata, cana-de-aclcar, milho, soja e sorgo
(ANVISA, 2010).

Contudo, esse herbicida ndo tem atividade residual no solo; plantas infestantes que
emergirem apds a aplicacdo ndo serdo controladas. J& na dessecacdo de culturas deve-se

aplicar o produto quando a cultura atingir a sua maturacao fisioldgica (SYNGENTA, 2010c).
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Figura 1.12 Formula estrutural do herbicida Paraquate (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).
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1.1.6.7 Atrazina (CgH14CINs)

O herbicida Atrazina - Atrazina® 500 SC (Figura 1.13) pertence ao grupo quimico
Triazina (ANVISA, 2010, NORTOX, 2010a), e age inibindo a sintese de fotossistema Il
(FSIl) (COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON NAMES, 2010).

E um herbicida, apresentado sob a forma de suspensdo concentrada com eficiéncia no
controle da maioria das plantas daninhas anuais, tanto em aplicacdo de pré-emergéncia como
em pds-emergéncia precoce. Esse € um herbicida indicado para as culturas de cana-de-acucar,
milho e sorgo (NORTOX, 2010a).

Todavia, caso a atrazina seja usada como herbicida em alguma dessas culturas citadas
anteriormente, deve-se atentar para o aparecimento de injdrias nos tecidos da soja em
sucessdo (EMBRAPA, 2006).

|
NYN

I
H “‘c|:H—l::H3

CH;

Figura 1.13 Férmula estrutural do herbicida Atrazina (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.1.6.8 Diurom (CgH1oCI;N,0)

O herbicida Diurom - Karmex® (Figura 1.14) pertence ao grupo quimico uréia
substituida (ANVISA, 2010), e age inibindo a sintese de fotossistema Il (FSII)
(COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON NAMES, 2010; DUPONT, 2010b).

Esse herbicida é usado na aplicacdo em pré e pds-emergéncia das plantas infestantes
nas culturas de abacaxi, algoddo, banana, cacau, café, cana-de-acUcar, citros, seringueira e

uva. Esse herbicida tambeém é utilizado como dessecante da cultura de algod&o e na aplicacéo
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em poés-emergéncia das plantas infestantes nas culturas de milho, soja e trigo (ANVISA,
2010).

1
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Figura 1.14 Formula estrutural do herbicida Diurom (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.1.6.9 Bentazona (C1oH12N203S)

O herbicida Bentazona - Basagran® 600 (Figura 1.15) pertence ao grupo quimico
Benzotiadiazinona (ANVISA, 2010), e age inibindo a sintese do fotossistema Il (FSII)
(BASF, 2010; COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON NAMES, 2010). E um herbicida
recomendado para controlar folhas largas na cultura de soja. O mecanismo de acdo € a

inibicdo da fotossintese através do bloqueio de fluxo de elétrons no FSII (AHRENS, 1994).

Esse herbicida é recomendado em pos-emergéncia inicial, deve ser aplicado em
plantas daninhas com no méaximo seis folhas. No entanto, é necessario evitar periodos de
estiagem e umidade relativa do ar inferior a 60% (EMBRAPA, 2006). Devido a paralisacdo
da biossintese de carboidratos pode levar as plantas a morte, sendo elas particularmente

sensiveis na fase inicial de desenvolvimento (BASF, 2010).
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Figura 1.15 Formula estrutural do herbicida Bentazona (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).
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1.1.6.10 Acifluorfem (C14H7CIF3NOs)

O herbicida Acifluorfem - Blazer® (Figura 1.16) pertence ao grupo quimico difenil-
éter (ANVISA, 2010), e age inibindo a sintese da enzima protoporfirinogénio oxidase
(PROTOX) (COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON NAMES, 2010).

E um herbicida utilizado para controlar em pés-emergéncia espécies de folhas largas,
em estadios iniciais de desenvolvimento, nas culturas de soja e feijdo (ANVISA, 2010). E
recomendado em pds-emergéncia das invasoras, no estadio de duas a quatro folhas, com a
cultura de soja apresentando mais de um trifélio. Requer duas horas sem ocorréncia de chuva
apos a aplicacdo, para assegurar a absorcao pelas plantas daninhas. O acifluorfem € absorvido
rapidamente pelos caules e folhas de plantas jovens, no entanto, possui baixa ou nenhuma
translocacdo. Em condicgdes de baixa umidade a absorcdo é reduzida. Além disso, necessitam
luz para apresentar maxima atividade, sendo que no escuro apresentam baixa acdo
(EMBRAPA, 2006).
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Figura 1.16 Férmula estrutural do herbicida Acifluorfem (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.1.6.11 Fomesafem (C15H10C|F3N2068)

O Fomesafem - Flex® (Figura 1.17) é um herbicida que pertence ao grupo quimico
difenil-éter (ANVISA, 2010; SYNGENTA, 2010a), e age inibindo a sintese da enzima
protoporfirinogenio oxidase (PROTOX) (COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON
NAMES, 2010).

Esse herbicida é seletivo, indicado para o controle de plantas infestantes de folhas
largas das culturas de soja e feijdo, em pos-emergéncia. Deve-se aplicar esse herbicida quando
0 solo estiver excessivamente seco e com baixa umidade relativa do ar, observando um
intervalo minimo de 150 dias entre a aplicacdo do produto e o plantio do milho ou sorgo
(SYNGENTA, 2010a).
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O Fomesafem é absorvido pelas folhas e pouco pelas raizes e € translocado via xilema.
Os primeiros sintomas desse herbicida sdo manchas verde-escuras nas folhas, que progridem
para necrose em um a dois dias. A cultura de soja metaboliza a molécula do fomesafem,
porém pode ocorrer clorose das folhas apos a aplicagdo desse herbicida, que desaparece
aproximadamente 15 dias depois do tratamento (EMBRAPA, 2006).
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Figura 1.17 Formula estrutural do herbicida Fomesafem (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.1.6.12 Sulfentrazona (C11H1oCIl2F2N4O3S)

O Sulfentrazona - Boral® 500 SC (Figura 1.18) é um herbicida que pertence ao grupo
quimico Triazolona (ANVISA, 2010; FMC, 2010a), e age inibindo a sintese da enzima
protoporfirinogenio oxidase (PROTOX) (COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON
NAMES, 2010).

E um herbicida usado na aplicagdo em pré-emergéncia das plantas daninhas nas
culturas de abacaxi, café, cana-de-agUcar, citros, eucalipto, fumo e soja (ANVISA, 2010).

O Sulfentrazona é absorvido pelas raizes e € translocado pela planta em auséncia de
luz. Todavia, quando ha incidéncia de luminosidade atua por contato. Esse principio ativo é
absorvido pelas plantulas em emergéncia e quando essas atingem a superficie do solo e
recebem luz o produto é ativado, necrosando os tecidos. O sintoma provocado por esse
herbicida é a rapida dessecacdo dos tecidos (EMBRAPA, 2006).
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Figura 1.18 Férmula estrutural do herbicida Sulfentrazona (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.1.6.13 Clorimurom (C13H1;CIN4OsS)

O Clorimurom - Classic® (Figura 1.19) é um herbicida que pertence ao grupo quimico
Sulfoniluréia (ANVISA, 2010, DUPONT, 2010a), e age inibindo a enzima acetolactato sintase
(ALS) (COMPENDIUM OF PESTICIDE COMMON NAMES, 2010).

E um herbicida seletivo, sistémico, de acdo pos-emergéncia indicado para o controle
principalmente de plantas daninhas de folhas largas infestantes na cultura da soja (ANVISA,
2010).

O principio ativo é absorvido pelas folhas e raizes das plantas daninhas e desta forma
se transloca pelo xilema e floema com movimentacdo para toda a planta, ocasionando o
amarelecimento e morte da gema apical e mais tarde de toda a planta daninha. A acdo do
produto é lenta, sendo que sO se evidencia a morte total da planta no periodo de 7 a 21 dias
(NORTOX, 2010b).
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Figura 1.19 Férmula estrutural do herbicida Clorimurom (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).
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1.1.6.14 Glifosato (C3HgNOsP)

O glifosato — Roundup® (Figura 1.20) é um herbicida que pertence ao grupo quimico
glicina substituida (ANVISA, 2010; MONSANTO, 2010), e age inibindo a sintese da enzima
enol-piruvil-shiquimato-fosfato  sintase (EPSPS) (COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010), bloqueando assim a rota de sintese dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano, precursores de produtos como lignina, flavondides e acidos
benzoicos (EMBRAPA, 2006).

O glifosato € um herbicida usado amplamente na agricultura, sendo empregado para
controlar plantas daninhas em diversas culturas. E usado em pés-emergéncia nas culturas de:
algodao, arroz, banana, cacau, café, cana-de-acucar, citros, coco, feijdo, fumo, milho,
pastagens, seringueira, soja, trigo e uva; e em pos-emergéncia das plantas infestantes de
especies florestais como eucalipto e pinus. Esse herbicida também pode ser usado como
maturador de cana-de-aguUcar e dessecante nas culturas de aveia, azevem e soja (ANVISA,
2010).

O principio ativo desse herbicida é absorvido de forma lenta pela planta, por isso elas
morrem lentamente, no intervalo de 7 a 14 dias ap0s aplicacdo. A translocacdo € facilitadaem
condi¢Bes de elevada intensidade luminosa. Os sintomas causados pelo glifosato sdo: o
amarelecimento dos meristemas, que progride para necrose e morte em dias ou semanas
(EMBRAPA, 2006).
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Figura 1.20 Formula estrutural do herbicida glifosato (Adaptado do COMPENDIUM OF PESTICIDE
COMMON NAMES, 2010).

1.2 Docking Molecular
O docking molecular pode ser definido como a predi¢do da estrutura de complexos

receptor-ligante, com o melhor ajuste entre as duas moléculas no espaco tridimensional.

Sendo assim, o receptor pode ser uma proteina, uma enzima, 0 DNA e o ligante uma molécula
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que pode ser menor ou do mesmo tipo. Mais ainda, atualmente esse método € utilizado em
varias areas da pesquisa para estudos in silico (OLIVEIRA, CARACELLI e TRSIC, 2003;
BROOIJIMANS e KUNTZ, 2003; VERDONK et al., 2003; CARACELLI et al., 2010). O

fluxograma abaixo resume o célculo de docking (Figura 1.21).

Banco de dados
PDB CSD

¥

Modelagem
Molecular

ﬁr} Ligante

Calculos de docking

Receptor

Complexo
receptor-ligante

Figura 1.4 Docking molecular. Formacdo do complexo receptor-ligante.
1.2.1 Algoritmo genético (AG) e o programa GOLD

O algoritmo genético (AG) é um meétodo estocastico (BROOIJIMANS e KUNTZ,
2003) e tem sido utilizado como uma ferramenta de otimizacdo. Observa-se que neste método
é necessaria a geracdao de uma populagdo inicial. A esséncia de um AG é a evolucdo de uma
populacdo através de operagdes genéticas (mutagdes, crossovers e migracdes) para obter uma
populacéo final que seja otimizada e adequada a situacdo pré-definida. Desse modo, 0s graus
de liberdade séo codificados em genes ou em sequéncia binaria e a colecdo de genes, ou de

cromossomos, é atribuida a uma adequagdo com base em uma fungdo escore (TAYLOR,
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JEWSBURY, ESSEX, 2002). A estrutura basica de um AG esta representada no fluxograma
na Figura 1.22.
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Solucgao: orientagdes do ligante
no sitio do receptor

Figura 1.5 Representacdo esquematica de um AG béasico (Adaptado de MIRANDA, 2000).
O programa utilizado neste trabalho para realizar os calculos de docking foi 0 GOLD

4.1.1 (Genetic Optimisation for Ligand Docking) que é um programa baseado em algoritmo
genético. Este programa permite a flexibilizacdo dos ligantes e flexibilizacdo parcial da
proteina (JONES, WILLETT, GLEN, 1995, JONES et al., 1997).

O programa GOLD utiliza trés operadores genéticos: cruzamento, mutacdo e
migracdo, na busca de uma populacdo de possiveis solu¢es. As solugdes sdo classificadas
mediante uma funcéo Fitness pré-definida. O programa GOLD apresenta algumas funcdes de
ajuste. A funcéo utilizada neste estudo foi a GoldScore que compreende quatro componentes
(JONES, WILLETT, GLEN, 1995, JONES et al., 1997):

Escore = S(hb_ext) + 1,3750S(vdw_ext) + S(hb_int) + S(vdw_int) onde,

e S(hb_ext): energia de ligacéo de hidrogénio entre o receptor e ligante no complexo;

e S(vdw_ext): energia de van der Waals entre o receptor e ligante no complexo;
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e S(hb_int): energia de ligagédo de hidrogénio intramolecular do ligante;
e S(vdw_int): energia de van der Waals no ligante (intramolecular).

O escore vdw_ext é multiplicado por um fator de 1,375 quando o escore total é
calculado. Isto é uma correcdo empirica para induzir o contato hidrofobico. O resultado total é
multiplicado por -1. O campo de for¢a (mecéanica molecular) utilizado no programa GOLD &
0 Tripos 5.2 Force Field (CLARK, CRAMER I1l, OPDENBOSCH, 1989).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral:

e Estudar a formacdo de complexos da enzima glutationa transferase da classe Tau,
GSTU4-4, de soja com diferentes herbicidas através da metodologia de docking, com
0 intuito de prever as caracteristicas de um composto para poder ser desintoxicado

pela enzima.
1.3.2 Objetivos especificos:

e Obter modelos tridimensionais enzima-ligantes;

e Analisar as interacfes enzima-ligantes e os sitios de ligacéo;

e Prever as caracteristicas de como um composto pode ser desintoxicado pela enzima;

e Estudar e propor mecanismos de interacdo dos ligantes com a enzima e seus sitios

caracteristicos de ligagao.
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos

2 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cristalografia,
Estereodindmica e Modelagem Molecular (LACrEEM), do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar). O estudo foi realizado por simulacdo
computacional utilizando docking molecular e visualizagdo molecular para estudar a
formacgdo de complexos de uma série de herbicidas com a enzima glutationa transferase
(codigo PDB 2vo4) de soja (GmGSTU4-4).

As viérias etapas envolvidas na execucdo dos célculos de docking estdo
esquematizadas no fluxograma apresentado na Figura 2.1.

RECEPTOR LIGANTE
-Obtencao da estrutura do -Obtencao das estruturas dos
receptor (PDB, PDBsum) ligantes (banco de dados e/ou
modelagem)

-{escolha do sitio, adicionar
hidrogénios )

i
'4

Obtencao do complexo
receptor-ligante

Analise em tela grafica

Figura 2.1 Fluxograma das etapas de execucgdo do estudo de docking.
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2.1 Obtencao da estrutura tridimensional da Glutationa Transferase

As coordenadas cristalograficas da glutationa transferase de soja (GmGSTU4-4),
foram obtidas no bancos de dados publicos Protein Data Bank (PDB) e no PDBSum, com o

cédigo PDB 2vo4. Nestes bancos de dados € possivel obter a estrutura tridimensional da

proteina e outras informacdes sobre a mesma.

A estrutura tridimensional (Figura 2.2) foi determinada a 1.74 A de resolugdo por
difracdo de raio X. A proteina de soja Glycine max, possui 4.243 atomos, 479 moléculas de
agua, € homodimera e estd complexada com o inibidor S-(p-nitrobenzil)-glutationa (Nb-GSH)
—(GTB) (AXARLI et al., 2009a). O complexo cristalografico é apresentado na Figura 2.2.

Monomero A

S-(p-nitrobenzil)-glutationa
(Nb-GSH)

Figura 2.2 Estrutura tridimensional da glutationa transferase (2vo4) complexada com o inibidor S-(p-
nitrobenzil)-glutationa (Nb-GSH) — GTB no sitio ativo.
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2.2 Modelagem molecular dos herbicidas

Os ligantes estudados neste trabalho s&o herbicidas. As estruturas tridimensionis dos

14 ligantes estudados foram obtidas da seguinte forma:

(a) por modelagem molecular. Para obter os compostos dos quais ndo se tinha estrutura
tridimensional, utilizou-se como base a estrutura tridimensional do clorimurom (Figura 2.3)
obtida no Cambridge Structural Database (CSD) sob o cddigo YOCVOC. Os demais
compostos foram modelados com o programa de simulacdo e modelagem molecular
HyperChem 5.01, e o mesmo foi utilizado para os calculos de otimizagdo com o método
MM+, Steepest Descent, gradiente RMS de 0,01 kcal/(A mol).

(b) do Super Hapten Database. O Super Hapten é um banco de dados publico para pequenas
moléculas do qual fazem parte estruturas de 7.257 haptenos (SUPER HAPTEN DATABASE,

2010). Os ligantes obtidos no Super Hapten foram: diquate, paraquate e atrazina.

Figura 2.3 Estrutura tridimensional do clorimurom (Cédigo CSD: YOCVOC) que foi utilizada para modelagem
dos ligantes, com excecdo do diquate, paraquate e atrazina.

As estruturas modeladas dos ligantes sdo apresentadas na Figura 2.4.
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Diclofope (1) Fluazifope (2) Cletodim (3) Clomazona (4)

\

Diquate (5) Diurom (8)

Bentazona (9) Acifluorfem (10) Fomesafem (11) Sulfentrazona (12)

Clorimurom (13) Glifosato (14)

Figura 2.4 Estruturas dos ligantes apds modelagem, com excecédo do diquate, paraquate e atrazina, utilizados nos
calculos de docking.

2.3 Redocking ou validacao da metodologia

Para realizar os célculos de docking uma série de parametros devem ser escolhidos,
entre eles o sitio de ligacdo e o raio R que sera utilizado para incluir todos os aminoacidos

importantes.

A reconstrucdo do complexo cristalografico permite validar os célculos de docking.
Para isso a molécula ligante S-(p-nitrobenzil)-glutationa (GTB) e o receptor GST foram
separados do complexo cristalogréfico inicial depositado no PDB e, em seguida, o complexo
teorico foi reconstruido com o docking, procedimento denominado redocking (Figura 2.5). O
procedimento foi realizado com sucesso como serd demonstrado posteriormente. Sendo

assim, estes parametros foram entdo utilizados para os calculos de docking com os herbicidas.
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Enzima Separacio

Ligante
cristalografico

Reconstrucio do
complexo
(redocking)

Figura 2.5 Redocking ou validacdo da metodologia. Observa-se primeiro o complexo extraido do PDB, depois
separa-se o receptor GST e o ligante GTB. Finalmente o complexo obtido com os célculos de docking, simmilar
ao complexo cristalografico.

2.4 Realizacéo dos célculos de docking

Apbs a selecdo e definicdo do sitio de ligacdo por meio visualizacdo molecular, o sitio
ativo da enzima GmGSTU4-4 foi considerado o sitio receptor para os estudos de docking. Foi
estabelecido um raio da esfera de estudos de 7 A além da cavidade deixada pelo ligante
original. Também foram adicionados os 4&tomos de hidrogénio aos aminoacidos da enzima, ja
que o arquivo PDB ndo os tem, o que foi feito usando o programa GOLD 4.0.1. Foi avaliada
a necessidade de remover as moléculas de agua presentes no sitio ativo. Realizou-se uma
analise e foram observadas interacBes com algumas moléculas de &gua, e trés moléculas

foram consideradas nos célculos.

A funcéo de escore utilizada nos céalculos foi a GoldScore do programa GOLD 4.0.1
(JONES, WILLETT, GLEN, 1995; JONES et al., 1997). Todavia, se basear somente no valor
do escore ndo é suficiente, sendo assim, foi realizada uma andlise criteriosa, em tela gréafica,
utilizando o programa DS Visualizer 2.5, das orienta¢cdes obtidas em cada série de calculos
dos ligantes no sitio da GmGSTU4-4.
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Capitulo 3 — Resultados e Discussao

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Ligantes cristalogréaficos e a enzima Glutationa Transferase

3.1.a. Ligante S-(p-nitrobenzil)-glutationa (GTB) e Redocking

A validacdo do céalculo de docking foi realizada utilizando-se as coordenadas do
ligante cristalografico S-(p-nitrobenzil)-glutationa (Nb-GSH) - (GTB), transformadas em
coordenadas ortogonais absolutas para que ocorresse a perda de informacdo da sua posicdo
original. O calculo de docking foi realizado, tendo como receptor a enzima 2vo4 e como

ligante a estrutura apresentada na Figura 3.1.

Figura 3.1 Ligante S-(p-nitrobenzil)-glutationa (Nb-GSH) - (GTB) utilizado na validacdo dos parametros
escolhidos para os célculos de docking.

Os resultados obtidos da simulagdo computacional do redocking do ligante
cristalografico foram comparados com os dados do PDB e mostraram excelente concordancia
com a estrutura cristalografica original (Figura 3.2). O escore do redocking foi de -88,8

kcal.mol™.
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Figura 3.2 Resultados da validagdo dos calculos de docking com o ligante flexivel. Em stick, e em dourado, a
molécula S-(p-nitrobenzil)-glutationa (Nb-GSH) - (GTB) cristalogréfica obtida no PDB, em ball and stick, e em

cinza, o resultado do redocking.
Além disso, também foi realizada uma analise das interacGes que o ligante S-(p-
nitrobenzil)-glutationa (Nb-GSH) - (GTB) realiza com a glutationa transferase (2vo4), as

quais sdo mostradas na Figura 3.3 e Tabela 3.1.

Sitio H

Leu212

Leu216

Figura 3.3 Interaces entre o inibidor S-(p-nitrobenzil)-glutationa (Nb-GSH) - (GTB) e a glutationa transferase.
Os nomes dos aminoacidos estdo representados em cores conforme o sitio caracteristico de ligagao; em vermelho
o sitio H e em verde o sitio G. Também estdo representadas as moléculas de agua (W1, W2 e W3). Para facilitar
a visualizacdo, sdo mostrados apenas alguns dos atomos de H.
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Tabela 3.1 Interac@es entre o inibidor S-(p-nitrobenzil)-glutationa (Nb-GSH) - (GTB) e a glutationa
transferase destacando as regides do sitio G (em verde) e do sitio H (em rosa)

Interagdes Distancia (A) Atomo GTB Atomo GST
011-HB1:PHE15 2.15 011 HB1
N3-HD11:LEU37 2.61 H5 0
HB1-CB:LYS53-02 2.58 02 HB1

HG2-CG:LYS53-02 2.48 02 HG2
HA-CA:LYS53-02 2.37 02 HA
0O11-HN:SER67 2.60 011 HN
012-HN:SER67 2.59 012 HN
042-HB1:LEU212 2.64 042 HD23
042-HD23:LEU212 2.53 042 HB1
041-HB1:LYS215 2.69 041 HB1
042-HG:LEU216 2.36 042 HG
Ligacdes de Hidrogénio
SER13:HG — GTB:SG2 2.48 SG HG
LYS40:HZ2 -GTB:032 1.92 032 HZ2
ILE54:0 - GTB:H 1.90 HN2 0
ILE54:HN - GTB:02 2.30 02 HN
GLUG66:HE1 - GTB:012 1.98 OE2 HE1
GLU66:0E2 - GTB:H 2.18 HN1 OE2
W1-HOH-GTB:H 2.37 HN1 0
W2-HOH-GTB:012 2.56 012 0
W3-HOH-GTB:OE1 2.80 OE1l 0]
Centroide
Ct-GTB — OH:TYR107 2.58
Ct-GTB — HC:TRP163 3.50
Ct-Phel5 — H:CG1 3.05

Observou-se que o inibidor GTB se posiciona no sitio ativo, uma cavidade muito rasa
e exposta ao solvente de forma aproximadamente cilindrica (Figura 3.4). O sitio ativo €
caracterizado pela presenca de seis aminoacidos carregados positivamente (duas argininas e
quatro lisinas) e um carregado negativamente (um &cido glutdmico) que se encontra em uma
extremidade do cilindro, enquanto que os aminoacidos positivos ficam distribuidos ao longo
da cavidade cilindrica. Na extremidade negativa estdo as moléculas de agua que também
interagem com o ligante GTB. O ligante GTB é um inibidor competitivo, analogo ao substrato
GSH (AXARLI et al., 2009a), e ocupa o sitio G (discutido na Se¢do 1.2.2), interagindo com
Serl3, Phel5, Lys40, Lys53, lle54, Ser67, Glu66 e as moléculas de &gua W1, W2 e W3, e
também o sitio H, fazendo interagdes com Tyr107, Trpl163, Leu212, Lys215, Leu216.
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Figura 3.4 Sitio ativo da enzima glutationa transferase mostrando a cavidade rasa de forma aproximadamente
cilindrica onde se deposita o ligante GTB. A figura em forma de superficie mostra em azul a regido carregada
positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na entrada da cavidade estdo as moléculas de
agua representadas como W1, W2 e W3.

3.1.b. Ligante glutationa GSH

O substrato glutationa se posiciona no sitio ja descrito para o inibidor com diferencas
significativas. No sitio G a interacdo ocorre com os aminoacidos Ser13, Phel5, Lys53, lle54,
Pro55, Glu66, Ser67 e também com as trés moléculas de agua W1, W2 e W3 proximas ao
Glu66. No sitio H, a interacdo ocorre com a Tyrl07. Observou-se que uma molécula de agua
interage com 0 SG do GSH, ao invés da Serl3, como ocorria com GTB (AXARLI et al,
2009b; codigo PDB 3fhs). Segundo Axarli e colaboradores, a Arglll (que interage com
GTB) e a Tyrl07 sdo importantes para a ligacdo de substratos xenobidticos, pois estes dois
aminoéacidos estdo na interface entre os sitios G e H. Diferente de GTB, GSH quase ndo ocupa

o sitio H, como pode ser observado na Figura 3.5.
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Lys53 Sitio G

SitioH

Figura 3.5 GSH no sitio ativo da enzima glutationa transferase. Nem todos os aminoacidos que interagem sdo
apresentados para facilitar a visualizagéo.

3. 2 Estudos de docking dos compostos (herbicidas)

Os célculos de docking foram realizados e as solucGes obtidas foram selecionadas e
avaliadas por visualizacdo molecular. Primeiro é feita uma analise do padrdo de orientagdes, e
feita uma selecdo da pose (conformacdo e orientacdo do ligante) mais representativa do
conjunto das solugdes obtidas. Um resumo contendo os valores de escore obtidos dos célculos
de docking entre a enzima GmGSTU4-4 e os herbicidas (1 a 14) séo apresentados na Tabela
3.2. As figuras e tabelas contendo detalhes das interacdes sdo apresentadas no apéndice deste
capitulo. E preciso salientar que no caso presente o valor de escore maior ndo esta associado
com melhor atividade, mas sim com um posicionamento diferente no sitio de ligacdo. Neste
caso, pelo fato de as moléculas serem muito diferentes e de se posicionarem de forma
diferente nos sitios G e H, o escore, resultado das interacGes, pode néo ter significado nem

valor comparativo como ocorre em outros casos (p.ex., Caracelli et al., 2010).
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Tabela 3.2 Valores de escore (kcal/mol) dos compostos 1 a 14 em complexo com a GmGSTU4-4

composto escore composto escore
Q ] 2
c
\L CH,—N" \N—GCI
o CH c -52,65 | | -42,97
CH, H
(1) diclofope-R (7) atrazina
/\:\< ?l) Cl
\O\ cH—N N cl
0— CH—-C -45,60 2 | | -37,52
CH, H
(1) diclofope-S (8) diurom
.
| T 0
FE@Q
CH,
i c -49,95 N\/cﬁ -37,63
o CH
(2) fluazifope-R (9) bentazona
.
| =N F o]
o1, et
! ; OH
o 51,46 o . 40,04
OH !
(2) fluazifope-S (10) acifluorfem
b T o o
')\IL | F—?Qo \\C—N< So
-
_/H_u,.-f' ~"on -55,43 F 5 \Oi H -56,00
i NO,
(3) cletodim (11) fomesafem
o H Cl
o Hio——
I
N/CH1 Cl
o b 37,52 o~y -47,60
5N /N
(4) clomazona o
(12) sulfentrazona
N‘/ \N’ CH;—0Q, . E (ﬁ
= T
N
N\ / \ / -34,36 o " -52,00
0O—CH,—CH;,
(5) diquate (13) clorimurom
_ _ ) o\P JoH
X 7N
CH—N* NE—CH, N—HC” ToH
 / v -34,09 HO—C/CHI -43,86
(6) paraquate Y%
(14) glifosato
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3. 2.1.a Composto 1 (R) - Diclofope

O escore da orientacdo escolhida foi de -52,65 kcal/mol (Figura 3.6). Foi observado
que este composto se posiciona na cavidade préximo ao aminodcido carregado
negativamente Glu66 e do aminoacido carregado positivamente Lys53. As moléculas de
agua W1, W2 e W3 estdo localizadas proximas a extremidade negativa, e os &tomos O2 e
O4 realizam interacfes com a W1 e W3. Na outra extremidade do composto estdo presentes
os atomos de cloro CI1 e CI2, que interagem com os residuos Leu212, Leu216, Serl3 e
Trpl53.

No apéndice, Tabela 3A.1.a e na Figura 3A.1.a, sdo apresentadas as interagcbes mais

relevantes do ligante com a proteina.

| .

Figura 3.6 Orientacdo do composto (R) - diclofope na GmGSTU4-4. A figura em forma de superficie mostra em
azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na entrada da cavidade
estdo as moléculas de &gua representadas como W1, W2 e W3. Em tracejado preto as liga¢cBes de H com as
moléculas de &gua W1 e W3.

3. 2.1.b Composto (S) - Diclofope

Para o composto (S) - Diclofope, 0 escore da orientacdo escolhida foi de -45,60
kcal/mol, a qual é apresentada na Figura 3.7.

Observou-se que este composto se posiciona bem proximo ao aminoacido carregado
negativamente Glu66 da cavidade cilindrica. Diferente do seu enantidmero R, este composto

ndo interage com o aminoacido carregado positivamente Lys53. As moléculas de agua W1,
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W2 e W3 estdo localizadas proximas a extremidade positiva, e este composto realiza
interagcBes apenas com a W2 atraves do seu atomo de hidrogénio, H9. Na outra extremidade
do composto estdo presentes os atomos de cloro (CI1 e CI2), porém apenas o Cl1 interage
com o aminoacido Trpl53. Neste composto foram observadas duas interacbes com o
aminoéacido Ser67, o que ndo foi observado no composto (R) - Diclofope.

No apéndice, Tabela 3A.1.b e na Figura 3A.1.b, sdo apresentadas as interacGes mais
relevantes do ligante com a proteina.

As distancias entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo selecionada
do 1(S) sdo diferentes das distancias do composto 1 (R), como pode ser observado na Tabela
3A.l.aenaTabela 3A.1.b.

Figura 3.7 Orientagdo do enantiémero do composto (S) - Diclofope no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em
forma de superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada
negativamente. Na entrada da cavidade estdo as moléculas de agua representadas como W1, W2 e W3. Em
tracejado preto a ligacdo de H com a molécula de agua W2.

3. 2.2.a Composto (R)-Fluazifope

O escore da orientagdo escolhida para o composto (R) - Fluazifope da qual foi
realizada a andlise das interacdes foi de -49,95 kcal/mol. A orientacdo escolhida pode ser
visualizada na Figura 3.8. O composto (R) - Fluazifope se complexa na cavidade cilindrica da
GmGSTU4-4 e seu grupo CF3 interage com o aminodcido carregado negativamente GIu66.
Esse grupo CF; também faz ligacbes de H com a Ser67 e com molécula de agua W3. Os

atomos de N e O1 do composto (R) - Fluazifope interagem com o aminoéacido carregado
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positivamente Lys53. Outras interacdes observadas do (R) - Fluazifope sdo com os residuos:
lle54, Phel5, Serl3, Tyrl07 e Trpl63.

No apéndice, Tabela 3A.2.a e Figura 3A.2.a, sdo apresentadas as interacfes mais

relevantes do ligante com a proteina.

Figura 3.8 Orientacdo do composto (R) - Fluazifope no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de
superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na
entrada da cavidade estdo as moléculas de agua representadas como W1, W2 e W3. Em tracejado preto as
ligacdes de H com a molécula de 4gua W2.

3. 2.2.b Composto (S) -Fluazifope

O escore da orientacdo escolhida para o composto (S) - Fluazifope da qual foi
realizada a andlise das interacdes foi de -51,46 kcal/mol (Figura 3.9). Os valores de escore do
composto (R) - fluazifope e do seu enantibmero S foram muito proximos, -49,95 e -51,46
kcal/mol, respectivamente. Apesar das diferencas nos valores de escores 0S compostos
apresentaram interacdes semelhantes. Observou-se que a que grupo CF3;também interage com
0 aminoacido Ser67 e com a molécula de agua W3. No entanto, ndo realiza interacdo com o
aminoacido carregado negativamente (Glu66) e faz interacdo com o aminoacido Argl8
(carregado positivamente). Os atomos de N e O1 do composto 2 (S) também interagem com o
aminoacido carregado positivamente (Lys 53). Outras interacdes observadas do (R) -
Fluazifope sdo com os residuos do N-terminal dominio: lle54, Leu216, Serl3, Phel5, Pro55,
Tyrl07 e Trpl63.
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No apéndice, Tabela 3A.2.b e Figura 3A.2.b, sdo apresentadas as interacGes mais

relevantes do ligante com a proteina.

Figura 3.9 Orientacdo do enatidmero do composto (S)-Fluazifope no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em
forma de superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada
negativamente. Na entrada da cavidade estdo as moléculas de agua representadas como W1, W2 e W3. Em
tracejado preto as ligagdes de H com a molécula de 4gua W2.

3. 2.3 Composto Cletodim

No composto 3 o escore da orientacdo escolhida para realizar as analises das
interacOes foi de -55,43 kcal/mol. A orientacdo escolhida é visualizada na Figura 3.10.

O composto 3 se orienta no sitio da GmGSTU4-4 e o atomo de cloro realiza
interacdes com o residuos Phel5, Pro55 e Ser67. Foram observadas interacdes do N1 e O1
com aminodcido carregado positivamente Lys 53. Também foi observada interagdo com outro
amino&cido carregado positivamente, a Argl11, através do atomo H15 do composto. Outras
interagBes deste composto foram observadas nos aminoécidos: lle54, Leu212, Serl3 e
Tyrl07. O composto 3 ndo interage com as moléculas de agua que estdo localizadas na
entrada da cavidade cilindrica.

No apéndice, Tabela 3A.3 e Figura 3A.3, sdo apresentadas as interacbes mais

relevantes do ligante com a proteina.
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Figura 3.10 Orientacdo do composto Cletodim no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de superficie
mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na entrada
da cavidade estdo as moléculas de agua representadas como W1, W2 e W3.

3. 2.4 Composto Clomazona

No composto 4 o escore da orientacdo escolhida foi de -37,52 kcal/mol. A orientacdo
escolhida do composto 4 é observada na Figura 3.11. Este composto esta complexado ao sitio
ativo da GmGSTU4-4 devido as interacdes dos seus atomos com o0s minoacidos: 1le54,
leu216, Phel5, Serl3 e Trpl63. Além disso, também foi observada uma interacdo C-H...n
entre este composto e 0 aminoacido Leu216. O composto 4 ndo interage com as moléculas de
agua que estdo localizadas na entrada da cavidade cilindrica.

No apéndice, Tabela 3A.4 e Figura 3A.4, sdo apresentadas as interacbes mais

relevantes do ligante com a proteina.
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Figura 3.11 Orientacdo do composto Clomazona, no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de
superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na
entrada da cavidade estdo as moléculas de 4gua representadas como W1, W2 e W3.

3. 2.5 Composto Diquate

No composto 5 o escore da orientacdo escolhida para realizar as analises das
interacdes foi de -34,36 kcal/mol, este foi o menor valor de escore dentre os ligantes
estudados neste trabalho. A orientacdo escolhida é visualizada na Figura 3.12.

Neste composto ndo foram observadas interacbes com as moléculas de agua.

No apéndice, Tabela 3A.5 e Figura 3A.5, sdo apresentadas as interacbes mais

relevantes do ligante com a proteina.

Figura 3.12 Orientacdo do composto Diquate no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de superficie
mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na entrada
da cavidade estdo as moléculas de agua representadas como W1, W2 e W3.
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3. 2.6 Composto Paraquate

O composto 6 € o composto que realiza 0 menor nimero de interacbes com 0s
aminoacidos do sitio ativo da GmGSTU4-4. No composto paraquate o escore da orientagdo
escolhida foi de -34,09 kcal/mol (Figura 3.13). A interacdo observada foi com o residuo
Lys215 e uma interacdo N-H...t com o aminoacido Leu37.

No apéndice, Tabela 3A.6 e Figura 3A.6, sdo apresentadas as interacbes mais

relevantes do ligante com a proteina.

Figura 3.13 Orientacdo do composto Paraquate no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de
superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na
entrada da cavidade estdo as moléculas de agua representadas como W1, W2 e W3.

3. 2.7 Composto Atrazina

No composto 7 o escore da orientacdo escolhida para realizar as analises das
interacOes foi de -42,97 kcal/mol. A orientagdo escolhida é visualizada na Figura 3.14.

Foi observado que o composto atrazina se orienta no sitio da GmGSTU4-4 através de
uma interacdo C-H...n do atomo H7 com o residuo de amindacido Phel5. Neste composto
também foram identificadas interacdes com o aminoacido carregado positivamente Lys53,
através dos atomos de Cl e N do composto. Também foi observada uma ligagdo de H com o
aminoacido Serl13. No atomo H7 do composto atrazina identificada uma interacdo C-H...n
com aminoacido Phel5. Outras interacbes deste composto foram observadas nos
aminoacidos: Leu37e Tyrl07. No composto 7 ndo foram verificadas interagbes com as
moléculas de agua.
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No apéndice, Tabela 3A.7 e Figura 3A.7, sdo apresentadas as interagdes mais

relevantes do ligante com a proteina.

Figura 3.14 Orientacdo do composto Atrazina no sitio ativo da GmGSTUA4-4. A figura em forma de superficie
mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na entrada
da cavidade estdo as moléculas de agua representadas como W1, W2 e W3.

3. 2.8 Composto Diurom

No composto 8 - diurom o escore da orientagéo escolhida para realizacdo das analises
de interacdes foi de -37,52 kcal/mol (Figura 3.15).

O composto 8 se complexa no sitio da GmGSTU4-4 através das interagdes com 0s
aminoacidos carregados positivamente Lys40 e Lys53. Asssim como nos outros ligantes em
que atomos de cloro estdo presentes, este composto também faz interagbes do tipo C-H...Cl
com alguns aminoacidos do sitio ativo da GmGSTU4-4. Foi observado, que a Lys40 interage
de forma bifurcada com os dois cloros do composto 8.

No composto diurom foi identificada uma interagdo com a molécula de agua Wa3.

No apéndice, Tabela 3A.8 e Figura 3A.8, sdo apresentadas as interacfes mais

relevantes do ligante com a proteina.
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Figura 3.15 Orientagdo do composto 8 - Diurom no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de superficie
mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na entrada
da cavidade estdo as moléculas de &gua representadas como W1, W2 e W3. Em tracejado preto a ligacéo de H
com a molécula de agua W3.

3. 2.9 Composto Bentazona

No composto 9 o escore da orientacdo escolhida para realizar as analises das
interacOes foi de -37,63 kcal/mol (Figura 3.16).

Este composto realiza interagbes com poucos amindacidos do sitio da GmGSTU4-4.
S&o observadas interacdes de uma metila do grupo propila com o residuo Ile54. InteracGes
com o aminoacido Phel5 também foram observadas. Neste composto foi observada uma
interacdo C-O...n do anel aromatico com a Tyr107 .

No composto bentazona ndo foram observadas interacfes com as moléculas de agua.

No apéndice, Tabela 3A.9 e Figura 3A.9, sdo apresentadas as interacfes mais

relevantes do ligante com a proteina.
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Figura 3.16 Orientacdo do composto 9 - Bentazona no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de
superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na
entrada da cavidade estdo as moléculas de 4gua representadas como W1, W2 e W3.

3. 2.10 Composto Acifluorfem

No composto 10 o escore da orientacdo escolhida para realizar as andlises das
interacdes foi de -40,04 kcal/mol. A orientacdo escolhida é mostrada na Figura 3.17.

O composto acifluorfem se complexa na cavidade cilindrica da GmGSTU4-4 pelas
interagBes realizadas com os amino&cidos lle54, Leu216, Phel5, Pro55, Serl3 e Ser67. Foi
observado que este composto interage com o aminoacido carregado negativamente Glu66 e
com o aminodcido carregado positivamente Lys53. A presencga de halogénios bem como do
grupo carboxila e nitro faz com que o nimero e a qualidade das interacbes sejam
interessantes. No entanto, este composto faz apenas uma interacdo com a molécula de dgua
W1

No apéndice, Tabela 3A.10 e Figura 3A.10, sdo apresentadas as interagdes mais

relevantes do ligante com a proteina.
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Figura 3.17 Orientacdo do composto Acifluorfem no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de
superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na
entrada da cavidade estdo as moléculas de agua representadas como W1, W2 e W3. Em tracejado preto a ligagao
de H com a molécula de agua W1.

3. 2.11 Composto Fomesafem

No composto 11 o escore da orientacdo escolhida para observacao das interacoes foi
de -56,00 kcal/mol (Figura 3.18).

O composto 11 se complexa na cavidade cilindrica da GmGSTU4-4 pelas interacdes
realizadas com os aminoacidos Argl11, lle54, Le212, Leu216, Phel5, Serl3 e Tyrl07. Foram
observadas interacOes entre o composto fomesafem e o aminoécido carregado negativamente
Glu66 e os amino&cidos carregados positivamente Lys53 e Lys215.

Este composto faz interagdes com duas moléculas de 4gua, W1 e W3.

No apéndice, Tabela 3A.11 e Figura 3A.11, sdo apresentadas as interagdes mais

relevantes do ligante com a proteina.
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-

Figura 3.18 Orientacdo do composto 11 - Fomesafem no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de
superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na
entrada da cavidade estdo as moléculas de agua representadas como W1, W2 e W3. Em tracejado preto as
ligagOes de H com as moléculas de 4gua W1 e W3.

3. 2.12 Composto Sulfentrazona

No composto 12 o escore da orientagdo escolhida para realizar as andlises das
interacOes foi de -47,60 kcal/mol. A orientacdo escolhida é visualizada na Figura 3.19. Apo0s
analisar as interacdes realizadas pelo composto 12 observou-se novamente que 0s atomos de
cloro estdo envolvidos em interagdes com alguns os aminoécidos do sitio ativo da
GmGSTU4-4, tais como: Leu212, leu216, Serl3, Trpl63 e Tyrl07. Outras interacGes do
composto 12 foram observadas em outros aminoacidos: lle54, Leu37e Lys215. Contudo,
neste composto ndo foram verificadas interagdes com as moléculas de agua.

No apéndice, Tabela 3A.12 e Figura 3A.12, s&o apresentadas as interagdes mais

relevantes do ligante com a proteina.
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Figura 3.19 Orientagdo do composto Sulfentrazona no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de
superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na
entrada da cavidade estdo as moléculas de dgua representadas como W1, W2 e W3.

3. 2.13 Composto Clorimuron

No composto 13 o escore da orientacdo escolhida para realizar as andlises das

interacOes foi de -52,00 kcal/mol. A orientacdo escolhida é mostrada na Figura 3.20.

Este composto se complexa na cavidade cilindrica da GmGSTU4-4 através de
interacdes com a Arglll, lle54, Phel5, Pro55 e Ser67. Um dos nitrogénios do anel
pirimidinico faz uma interagdo N...r com o anel fenila da Phel5. Este mesmo atomo de N do

composto clorimurom também interage com a molécula de dgua W3.

No apéndice, Tabela 3A.13 e Figura 3A.13, s&o apresentadas as interagdes mais

relevantes do ligante com a proteina.
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Figura 3.20 Orientacdo do composto 13 - Clorimuron no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de
superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na
entrada da cavidade estdo as moléculas de dgua representadas como W1, W2 e W3. Em tracejado preto a ligagao
de H com a molécula de agua W3.

3. 2.14 Composto Glifosato

No composto 14 o escore da orientagdo escolhida para realizar as andlises das

interacdes foi de -43,86 kcal.mol™. A orientacdo escolhida é visualizada na Figura 3.21.

O composto glifosato se complexa na cavidade cilindrica da GmGSTU4-4 através de
interacbes com os aminoacidos lle54, Lys53, Phel5 e Ser67. Neste composto foram
observadas duas ligagdes de H, uma com a lle54 e outra com a molécula de dgua WL1.
Também se observou uma interagdo C-H...n com o atomo H3 do composto e o anel aromatico
da Phel5.

No apéndice, Tabela 3A.14 e Figura 3A.14, s&o apresentadas as interagdes mais

relevantes do ligante com a proteina.
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Figura 3.21 Orientacdo do composto 14 - Glifosato no sitio ativo da GmGSTU4-4. A figura em forma de
superficie mostra em azul a regido carregada positivamente e em vermelho a regido carregada negativamente. Na
entrada da cavidade estdo as moléculas de dgua representadas como W1, W2 e W3. Em tracejado preto a ligacao
de H com a molécula de agua W1.

3. 3 Consideracdes e comparac0des sobre o posicionamento dos ligantes

Como mencionado anteriormente, o valor de escore para a maior parte dos ligantes

aqui estudados, ndo serve por si so, para fazer uma avaliacdo da atividade dos mesmaos.

Uma investigacdo por visualizagdo molecular permitiu verificar que 0s compostos
estudados ndo se comportam da mesma forma. Uma parte deles se posiciona na cavidade
cilindrica mais inserido no sitio G e outros no sitio H. Um resumo das interacGes é
apresentado na Tabela 3.3. Nesta tabela aparecem os aminoacidos e moléculas de agua W1,
W2 e W3 do Sitio G e os aminoécidos do Sitio H, e também estdo assinalados os que sdo
carregados positivamente e o negativamente (azul e vermelho, respectivamente). Os ligantes
das duas primeiras linhas da tabela sdo GTB, do complexo cristalografico 2vo4, que é um
anadlogo competitivo do substrato, e o proprio substrato GSH. Observa-se uma diferenca
significativa de comportamento, ja que o inibidor GTB (possui um grupo nitrobenzil ligado a
glutationa) ocupa tanto o sitio G como o sitio H (Tabela 3.3). O valor de escore de cerca de -
90 kcal/mol é o resultado de todas estas interacdes. J& no caso do substrato GSH as interaces
ocorrem quase somente no sitio G, com uma intera¢do com a Tyr107. Os ligantes Fomasafem,

Cletodim, R-Diclofope, Clorimurom, S e R Fluazifope e Sulfentrazona ocupam os sitios G e



Resultados e Discusséo 76
H. Os compostos Glifosato, Atrazina, Acifluorfem, por sua vez, se parecem mais ao substrato

GSH, pois ocupam preferencialmente o Sitio G.

Tabela 3.3 InteracBes dos herbicidas com os residuos de aminoacido GmGSTU4-4

Sitio G SitioH
Lig;.nfjs mlin|wo|olm| o Nelalml (KR[N 3 awnov Escore
S REIMEE] - BEEEREERSEREES

GTB (redocking) -88.97
GSH (cristalografico) -68.78
Fomesafem -56.00
Cletodim -55.43
Diclofope (R) -52.65
Clorimurom -52.00
Fluazifope (S) -51.46
Fluazifope (R) -49.95
Sulfentrazona -47.60
Diclofope (S) -45.60
Glifosato -43.86
Atrazina -42.97
Acifluorfem -40,04
Bentazona -37.63
Diurom -37.52
Clomazona -37.52
Diquate -34.36
Paraquate -34.09

* Interaces dos herbicidas com a enzima GmGSTU4-4 avaliada por estudos de docking molecular. O sitio G da
enzima é composto pelos aminoacidos (S13, F15, R18, K40, K53, L54, E66 e S67) e as moléculas de agua W1,
W2 e W3. As interacOes realizadas pelos ligantes neste sitio estdo representadas em verde. O sitio H da enzima
é composto pelos aminoacidos (L37, Y107, L212, W163, L215, K215 e L216). As interacdes realizadas pelos
ligantes neste sitio estdo representadas em rosa. Representados em azul os aminodcidos carregados
positivamente (R18, K40, K53 e K215). Representado em vermelho o aminoécido carregado negativamente E66.
Os valores de escore sdo apresentados em kcal/mol.

Esse resultado parece indicar que os ligantes mais extensos, podem ser mais
especificos, por se ligarem no Sitio G, e a0 mesmo tempo atuar no Sitio H, que é maior e mais
hidrofébico. Alguns destes ligantes realizam interagcbes com a Tyr107, que segundo Axarli e
colaboradores (2009a), esta diretamente relacionada com a constante K, (constante de

Michaelis) da enzima.

Os cinco ultimos compostos analisados Bentazona, Diuron, Clomazona, Diquate e
Paraquate agrupados na Figura 3.22, séo diferentes do inibidor GTB e do substrato GSH, pois

fazem poucas interagdes nos dois sitios. Observando estes herbicidas percebe-se que sé&o
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menos extensos, o que pode tornd-los menos especificos e menos eficientes se o alvo for a

Glutationa Transferase.

Diurom (8) Clomazona (4)

Diquate (5) Paraquate (6)

Figura 3.22 Herbicidas com comportamento diferente dos ligantes GSH e GTB.

Para os ligantes R e S Fluazifope observou-se um comportamento similar, ocupando
os sitios G e H. A sintese dos compostos pode ser facilitada por ndo ser necessario separar 0s

enantidbmeros. Na Figura 3.23 observa-se boa sobreposi¢do dos compostos.

Figura 3.23 Sobreposicao do ligante Fluazifope, enantidmero R (verde) e enantidmero S (azul).
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No caso do herbicida Diclofope, o resultado foi diferente. Os estudos indicaram que o
composto R pode ser mais promissor que o composto S. Na Figura 3.24 é apresentada a

superposicao das moléculas.

Figura 3.24 Sobreposicéo do ligante Diclofope, enantidmero R (cinza) e enantidmero S (azul).

O composto R, se aproxima mais do aminoacido Glu66 do que S, ou seja, ocupa mais
0 sitio G. Nesse caso, 0s nossos estudos indicaram que os dois ndo seriam equivalentes em

termos de atividade, ou que 0s mecanismos de acdo nao seriam similares.
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Capitulo 4 - Conclusdes

4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os estudos realizados permitiram obter complexos da enzima glutationa transferase da

classe Tau, GSTU4-4, de soja com diferentes herbicidas, utilizando o docking.

Foram analisados o substrato e um inibidor cristalogréafico, andlogo do substrato,
observando as interagcdes que ocorrem entre a enzima e os ligantes. Isto permitiu conhecer os

sitios G e H dentro da cavidade onde estas moléculas se posicionam.

Os dezesseis ligantes herbicidas selecionados e utilizados para os calculos de docking
tiveram suas estruturas tridimensionais obtidas de bancos de dados ou modeladas. Apos
estudos de visualizagdo molecular dos complexos foi analisado quanto ao posicionamento no

Sitio G e/ou H, similaridade com a posi¢do do substrato ou com o inibidor cristalografico.

Observou-se durante o estudo que ligantes mais extensos poderiam se posicionar
ocupando os dois sitios, sendo mais especificos quando ocupam o sitio G, pois o sitio H €

mais amplo. Os ligantes menores mostraram preferéncia pelo sitio H.

Durante todo o estudo, além dos aminoacidos, ficou evidente a necessidade de

considerar as moléculas de dgua proximas ao aminoacido Glu66.

Os resultados do presente trabalho podem ser usados para o desenvolvimento de um
futuro projeto de bioengenharia com GST para aumentar sua especificidade catalitica para
certos herbicidas. Além disso, pode ajudar no desenvolvimento e formulacdo de herbicidas

seletivos para 0 uso na agricultura.

Um ponto importante a ser destacado refere-se aos compostos Diclofope e Fluzifope
que possuem um carbono assimétrico e, portanto dois enantidmeros, R e S. Para o herbicida
Fluzifope os resultados do docking mostram que além de terem valores de escore muito
similares as interagdes também sdo muito similares. Isto sugere que ndo é necessario investir
em um processo de sintese enantioseletiva que é, normalmente, extremamente dispendiosa
tanto em tempo como em custo. Assim, uma sintese racémica seria suficiente. No caso do

Diclofope, o resultado foi diferente, com uma preferéncia para o composto R.

As trés moléculas de &gua do sitio G que participam de interagdes moleculares com

varios dos herbicidas estudados mostram que o desenvolvimento de novos compostos devera
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levar em conta a importancia de terem grupos quimicos capazes de interagir com a agua, que

atua como doadora e aceptora de ligagcdes de hidrogénio.

O desenvolvimento deste trabalho trouxe novas informacGes, mostrando a
importancia do tamanho do composto, da necessidade ou ndo de desenvolver processos de
sintese enantioseletiva e de desenvolver compostos que possam interagir com a Tyrl07
melhorando a eficiéncia catalitica da enzima e da importancia de grupos que possam interagir
com a agua. Portanto, pode-se dizer que os estudos realizados podem ser a base para novos

desenvolvimentos na industria de herbicidas e para a agricultura.

Uma continuagédo deste trabalho deve envolver a realizagdo de estudos de dindmica
molecular para acompanhar o processo de entrada das moléculas herbicidas no sitio ativo da

enzima.
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APENDICE DO CAPITULO 3
Este apéndice apresenta as tabelas de interacbes e as figuras com as principais
interacdes dos compostos estudados.

Ligante 1: (R) - Diclofope

Tabela 3Al.a Principais interac6es entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo selecionada do
composto (R) - Diclofope

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
Cl1-LEU212:HD22 2.94 cli HD22
Cl1-LEU212:HD23 3.02 cli HD23

Cl1 - LEU216:HG 2.42 cli HG
Cl1-LEU216:HD21 2.78 cli HD21
Cl1-LEU216:HD22 3.11 Ccl1 HD22

01-LEU37:HD13 2.78 01 HD13

02 - LYS53:HD2 2.13 02 HD2

H10 - ILE54:0 2.63 H10 0]
H12 - ILE54:0 2.09 H12 0]
Cl2 - SER13:HA 2.89 Cl2 HA
Cl2 - TRP163:HZ2 2.81 Cl2 HZ2
Ligaces de Hidrogénio

W1-04 2.62 0 04

W3-02 3.09 0 02

H9 - GLU66:0E2 2.34 H9 OE2

Leu216

@3
[y
@3

w

Leu212

Leu3?7

lle54

Figura 3Al.a Algumas interagdes entre a molécula (R) - diclofope no sitio de ligacdo da glutationa
GmGSTU4-4,
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Ligante 1: (S) - Diclofope

Tabela 3A1.b Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os 4tomos da orientacdo selecionada do
composto (S) - Diclofope

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
Cl1 - TRP163:HH2 2.47 cl1 HH2
H6 - ILE54:0 2.21 H6 0

Ligacdes de Hidrogénio

SER67:HN - 04 1.77 HN 04
A:SER67:HG - O4 1.82 HG 04
H9 - W2 2.20 H9 0]

Figura 3Al.b Algumas das liga¢des do Composto (S) — Diclofope complexado com a GmGSTU4-4.
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Ligante 2: (R) - Fluazifope

Tabela 3A2.a Principais interacGes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os dtomos da orientacdo selecionada do
(R) -Fluazifope

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
H7 - A:SER13:0G 2.72 H7 0G
H7 - ILE54:0 2.70 H7 0
01 - LYS53:HB2 2.05 01 HB2
01 -LYS53:HD2 2.53 01 HD2
N - LYS53:HB2 2.79 N HB2
H6 - SER13:0G 2.35 H6 oG
F2 - PHE15:HD1 2.45 F2 HD1
F2 - SER67:HG 2.55 F2 HG
F3 - GLU66:HA 2.97 F3 HA
04 - SER13:HA 2.35 04 HA
04 - TRP163:HZ2 2.05 04 HZ2
03 - PHE15:HE2 2.88 03 HE2
H8 - TYR107:0H 2.82 H8 OH

Ligagdes de Hidrogénio

F3 - SER67:HN 1.82 F3 HN
F3 - SER67:HG 1.37 F3 HG
W2 -F3 2.57 0] F3
W2-F1 3.08 0] F1

Figura 3A2.a (R) - Fluazifope no sitio GmGSTU4-4. Séo apresentadas algumas interacdes do composto 2 em
linha tracejada preta
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Ligante 2: (S) - Fluazifope

Tabela 3A2.b Principais interacfes entre os residuos de GmGSTU4-4 e 0s atomos da orientacéo
selecionada do enatidmero composto (S) - Fluazifope

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
H7 - SER13:0G 2.84 H7 0G
H7 - ILE54:0 2.29 H7 0
01 - LYS53:HB2 1.90 01 HB2
01 -LYS53:HD2 2.43 01 HD2
N - LYS53:HB2 2.83 N HB2
N - A:PRO55:HD1 2.58 N HD1
H6 - SER13:0G 2.00 H6 0G
F3 - PHE15:HD1 2.32 F3 HD1
F3 - PHE15:HE1 2.81 F3 HE1
F3 - ARG18:HH12 2.98 F3 HH12
F3 - SER67:HG 2.58 F3 HG
04 - TRP163:HH2 2.73 04 HH2
04 -LEU216:HD21 2.65 04 HD21
03 - TRP163:HZ2 2.62 03 HZ2
H10 - TYR107:0H 2.63 H10 OH

Ligacdes de Hidrogénio

SER67:HN - F1 1.87 HN F1
SER67:HG - F1 1.06 HG F1
W2 -F1 2.64 0] F1

Leu216

Serl3

Figura 3A2.b (S) - Fluazifope no sitio GmGSTU4-4. S&o representadas algumas interagcbes do composto 2 em
linha tracejada preta e também algumas interagcGes com as moléculas de agua W2.
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Ligante 3: Cletodim

Tabela 3A.3 Principais interagdes entre GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo selecionada do
composto Cletodim

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2

H14 - TYR107:0OH 2.32 H14 OH
H15- ARG111:NH1 2.97 H15 NH1
01 -LYS53:HZ3 2.83 01 HZ3
N1 -LYS53:HB2 2.99 N1 HB2
N1 -LYS53:HD2 2.71 N1 HD2

H5 - ILE54:N 2.67 H5 N
03 - PHE15:HD2 2.79 03 HD2

H11 - ILE54:0 2.59 H11 0
02 - SER13:HB1 2.61 02 HB1
02 - ILE54:HD11 2.42 02 HD11
S1-LEU212:HD23 2.87 S1 HD23
Cl- PHE15:HB2 2.61 Cl HB2
Cl - PRO55:HD1 2.57 Cl HD1
Cl - SER67:HB2 2.95 Cl HB2

Ligagdes de Hidrogénio

Cl- SER67:HN 2.16 a HN

Cl- SER67:HG 2.42 al HG
Tyr107

y Argl1l

Leu212

Pro55

lle54

Figura 3A.3 Algumas interagdes do composto Cletodim com os residuos da GmGSTU4-4 em linha tracejada
preta.



Apéndice do Capitulo 3 94

Ligante 4: Clomazona

Tabela 3A.4 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Clomazona

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2

H6 - TYR107:0H 2.45 H6 OH
Cl-TRP163:HZ2 2.56 cl HZ2
H5 - TYR107:0H 2.35 H5 OH
N - PHE15:HD2 2.85 N HD2
01 - PHE15:HD2 2.85 01 HD2
01 - PHE15:HE2 2.31 01 HE2

H2 - ILE54:0 2.52 H2 0

H3 - ILE54:0 2.25 H3 0

H1-ILE54:0 2.47 H1 (0]
02 - SER13:HB1 2.78 02 HB1
02 - ILE54:HD11 2.78 02 HD11

Centroéide
HD21 - Leu216/Ct 2.85

Leu216

Serl3

Trpl163

Figura 3A.4 Composto Clomazona complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interagdes do composto com 0s
residuos da enzima em linha tracejada preta. O centrdide esta representado em verde mostrando a interagdo C-
H...m entre o composto e o residuo Leu216.
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Ligante 5: Diquate

Tabela 3A.5 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Diquate

Atomos Distancia (A) Atomo 1

Atomo 2
H9 - SER13:0G 2.22 H9 oG
H7 - SER13:0G 2.85 H7 oG
H6 - ILE54:0 2.24 H6 (0]

W1

lle54

Figura 3A.5 Ligante Diquate e as intera¢des com os residuos da GmGSTU4-4 em linha tracejada preta.
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Ligante 6: Paraquate

Tabela 3A.6 Principais interacfes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os 4tomos da orientacdo
selecionada do composto Paraquate

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
N1-L1YS215:HD2 3.02 N1 HD2
Centrdide
HN1:LEU37 - Ct 2.89

W2

Lys215

Figura 3A.6 Composto Paraquate e algumas interacdes com os residuos da GmGSTU4-4 em linha tracejada
preta.
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Ligante 7: Atrazina

Tabela 3A.7 Principais interacBes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Atrazina

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2

N2 - LYS53:HB2 2.02 N2 HB2
N5 - LYS53:HD2 2.71 N5 HD2
N4 - PHE15:HD2 2.67 N4 HD2

Cl-:LEU37:HD12 2.53 cl HD12
Cl - LYS53:HA 2.92 cl HA
Cl - LYS53:HG1 2.74 cl HG1
H12 - TYR107:0OH 2.69 H12 OH

Ligagdes de Hidrogénio

H14 - SER13:0G 2.33 H14 oG
Centroide
H7-Ct-PHE15 2.53

Leu3?7

Figura 3A.7 Composto Atrazina complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interacbes do composto com 0s
residuos da enzima em linha tracejada preta.
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Ligante 8: Diurom

Tabela 1A.8 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Diurom

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
N2 - LYS53:HB2 2.77 N2 HB2
N2 - LYS53:HD2 2.58 N2 HD2
01 -LYS53:HD2 2.47 01 HD2
Cl1-LEU37:HD12 2.62 cla HD12
Cl1-LEU37:HD23 2.51 cla HD23
Cl1-LYS40:HE1 2.44 cli HE1
Cl1 -LYS40:HZ1 3.07 cli HZ1
Cl1 - LYS53:HA 2.67 cli HA
Cl2 - LEU37:HD12 2.86 Cl2 HD12
H9 - ILE54:N 2.66 H9 N
H4 - W3 2.55 H4 0]
H1 - ILE54:0 2.47 H1 0
H2 - ILE54:0 2.20 H2 0

Ligagdes de Hidrogénio

W3-01 2.18 0] o1
H6 - ILE54:0 1.86 H6 0]

SO

Lys40

Figura 3A.8 Composto Diurom complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interacbes do composto com 0s
residuos da enzima e com a molécula de 4gua W3 em linha tracejada preta.
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Ligante 9: Bentazona

Tabela 3A.9 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Bentazona

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
S-PHE15:HD2 2,96 S HD2
01 - PHE15:HD2 2,15 01 HD2
02 - PHE15:HE2 2,25 02 HE2
H7 - ILE54:N 3,19 H7 N
H7 - ILE54:0 2,63 H7 0

Figura 3A.9 Composto Bentazona complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interagdes do composto com 0s
residuos da enzima em linha tracejada preta.
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Ligante 10: Acifluorfem

Tabela 3A.10 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Acifluorfem

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
01 - ILE54:HD13 2.79 01 HD13
H5 - ILE54:0 2.47 H5 0
F1-LEU216:HD21 2.84 F1 HD21
H6 - SER13:0G 2.63 H6 0G
ClI1 - LYS53:HB2 2.72 cla HB2
Cl1 - LYS53:HG1 2.93 cla HG1
Cl1 - ILES4:HN 2.63 cli HN
Cl1 - ILE54:HG12 2.98 cli HG12
05 - PRO55:HD1 2.11 05 HD1
05 - GLU6G6:HA 2.52 05 HA
O5 - SER67:HB2 2.73 05 HB2
04 - PHE15:HB2 2.87 04 HB2
N1-WwWi1 2.90 N1 H2

LigagGes de Hidrogénio

SER67:HN - O5 1.67 HN O5
SER67:HN - 04 2.36 HN 04
SER67:HG - 04 1.71 HG 04
Centroide
Ct...Ct 3.90
W1

W2

Leu216

Ser67

Figura 3A.10 Composto Acifluorfem complexado com a GmGSTU4-4. Algumas intera¢gdes do composto com
os residuos da enzima e a molécula de &gua W1 em linha tracejada preta. Em verde os centroides mostrando uma
interacdo =...w entre o anel da Phel5 e o anel do ligante.
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Ligante 11: Fomesafem

Tabela 3A.11 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Fomesafem

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
H5 - SER13:0G 2.68 H5 0G
F1-LYS215:HB1 2.33 F1 HB1
F1-LYS215:HB2 2.12 F1 HB2
F1-LEU216:HG 2.35 F1 HG
F3 -LEU212:HD22 2.12 F3 HD22
F3 -LEU212:HD23 2.79 F3 HD23
F3 - LYS215:HB2 2.63 F3 HB2
F2 - LEU212:HB2 2.28 F2 HB2
F2 - LEU212:HD22 2.23 F2 HD22
F2 - LEU212:HD23 2.05 F2 HD23
F2 - LEU216:HG 2.53 F2 HG
Cl- ARG111:HH12 2.93 Cl HH12
06 - PHE15:HE2 2.75 06 HE2
N1 -LYS53:HD2 2.78 N1 HD2
N2 - PHE15:HB1 2.37 N2 HB1
N2 - PHE15:HD2 2.62 N2 HD2
N2 - ILE54:HD13 2.32 N2 HD13
H2 - TYR107:0H 2.67 H2 OH

LigagGes de Hidrogénio

H6 - ILE54:0 2.30 H6 0]
W1-0-04 2.62 0] 04
W3-0-06 2.30 0] 06

\
1 N\,
\

L

Leu212 ‘

—

lle54

Figura 3A.11 Composto Fomesafem complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interagdes do composto com 0s
residuos da enzima e com as dguas W1 e W3 em linha tracejada preta.
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Ligante 12: Sulfentrazona

Tabela 3A.12 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Sulfentrazona

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
Cl1 - SER13:HA 2.85 cli HA
Cl1-TYR107:HE1 2.87 cli HE1
Cl1-TRP163:HZ2 2.50 cla HZ2
Cl2 - LEU212:HD23 2.79 Cl2 HD23
Cl2 - LEU216:HD21 2.79 Cl2 HD21
N2 - LEU37:HD13 2.75 N2 HD13
F1-LYS215:HD2 2.98 F1 HD2
F2 - LEU37:HB2 2.09 F2 HB2
S-ILE54:HD11 3.10 S HD11
H 3- SER13:0G 3.09 H3 0G
02- LEU37:HD11 2.10 02 HD11
02 - ILE54:HD11 2.58 02 HD11
03 - ILE54:HD13 2.55 03 HD13
o
w1

W2

Leu212

Leu216

Trpl63

Figura 3A.12 Composto Sulfentrazona complexado com a GmGSTUA4-4. Algumas interacbes do composto 12
com os residuos da enzima em linha tracejada preta.
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Ligante 13: Clorimurom

Tabela 3A.13 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Clorimurom

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2
Cl1 - LYS53:HB1 2.47 cli HB1
Cl1 - LYS53:HB2 2.15 cli HB2
Cl1 - PRO55:HD1 3.09 cla HD1
01 - LEU216:HD21 2.82 01 HD21
02 - ARG111:HH12 2.61 02 HH12
N2 - PHE15:HD2 2.48 N2 HD2
N4 - LYS53:HD2 2.55 N4 HD2
H16 - SER67:0G 2.38 H16 0G
H17 - ARG18:NH1 3.16 H17 NH1

Ligagdes de Hidrogénio

N3 -WwW3 3.13 N3 0
N4 - ILE54:0 2.70 N4 0
Centrdide
N3-PHE15-Ct 2.72

Ser67

Pro55

Figura 3A.13 Composto Clorimurom complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interagdes do composto 13
com os residuos da enzima e a molécula de 4gua W3 em linha tracejada preta.
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Ligante 14: Glifosato

Tabela 3A.14 Principais interacdes entre os residuos de GmGSTU4-4 e os atomos da orientacdo
selecionada do composto Glifosato

Atomos Distancia (A) Atomo 1 Atomo 2

03 - PHE15:HB2 2.76 03 HB2
03 - SER67:HN 2.61 03 HN

03 - SER67:HG 2.68 03 HG

01-LYS53:HD1 2.85 01 HD1
N1 - LYS53:HD2 2.97 N1 HD2
04 - PHE15:HD2 2.64 04 HD2
04 - ILE54:HD11 2.79 04 HD11
04 -ILE54:HD13 2.45 04 HD13

LigagGes de Hidrogénio

H1-w1 1.98 H1 0
H5 - ILE54:0 2.36 H5 0
Centroide
H3- PHE15-Ct 2.83

w2

Ser67

Figura 3A.14 Composto Glifosato complexado com a GmGSTU4-4. Algumas interagdes do composto 14 com
os residuos da enzima em linha tracejada preta.
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