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APRESENTACAO

Esta dissertacdo € composta por um artigo cientifico que trata da modelagem e prospecc¢ao
de inibidores para a piruvato ortofosfato dicinase como uma estratégia para o
desenvolvimento de novos herbicidas. O artigo sera submetido a revista Pest
Management Science (IF = 3,253), Qualis B1.

Renato Polimeni Constantin, Danielly Caroline Inacio Martarello, Gabriele Sauthier
Romano de Melo, Paulo Sergio Alves Bueno, Wanderley Dantas dos Santos, Osvaldo
Ferrarese-Filho, Flavio Augusto Vicente Seixas and Rogério Marchiosi. Modelagem e
prospecc¢do de inibidores para a piruvato ortofosfato dicinase: Efeito herbicida do acido

bromoacético.



RESUMO GERAL

INTRODUGCAO E OBJETIVOS - As plantas daninhas constituem um dos principais
empecilhos a producdo agricola, podendo ocasionar perdas de até 80%. Isso porque elas
competem com as culturas por recursos naturais tais como luz, agua, nutrientes e espaco.
Adicionalmente, problemas como a reducéo da qualidade e a maturagdo desuniforme dos graos
também sdo consequéncias da presenca de plantas daninhas, que em casos extremos, podem até
inviabilizar a colheita. A selecédo de bidtipos resistentes apresentado por algumas plantas daninhas
é ocasionado pela persistente aplicacdo ou uso indiscriminado de um dado herbicida sobre uma
populagdo. Dessa forma, plantas que expressam uma dada caracteristica que a habilita crescer na
presenca do herbicida podem tornar-se a populacdo dominante. Adicionalmente, a pequena
diversidade de herbicidas utilizando um reduzido numero de mecanismos de acdo estd
aumentando a ocorréncia de resisténcia aos herbicidas. A selecéo de plantas daninhas resistentes
a herbicidas vem sendo descrito desde 1957 e, atualmente, estima-se que existam 300 bidtipos
que apresentam resisténcia para algum mecanismo de acdo. O problema do surgimento de
espécies resistentes a herbicidas é agravado pelo fato de surgirem bi6tipos resistentes a mais de
um mecanismo de acdo, o que tem limitado as formas de controle disponiveis para algumas
espécies. O caso da resisténcia do capim-amargoso (Digitaria insularis) ao glifosato merece
especial atencdo. Especificamente no caso do capim-amargoso, o principal problema tem sido a
selecdo de bidtipos resistentes ao glifosato, um dos mais importantes herbicidas do sistema de
producdo de grdos. E uma espécie de graminea de ciclo perene com metabolismo fotossintético
do tipo Cs, porém apresenta crescimento inicial lento até 45 dias ap6s a emergéncia (DAE). Dos
45 aos 105 DAE o seu crescimento é acelerado, apresentando aumento exponencial de matéria
seca. Na fase de crescimento exponencial, parte do incremento de massa seca das raizes a partir
dos 45 DAE se deve a formagdo dos rizomas. Plantas que utilizam a via fotossintética C4 sdo
altamente representadas como as piores plantas daninhas do mundo, com apenas quatro espécies
de plantas C4 sendo agriculturalmente produtivas (milho, sorgo, milheto e cana-de-agUcar).
Existem trés variagcdes do metabolismo Cy, € as plantas C4 foram classificadas em trés grupos de
acordo com a reacao de descarboxilacdo localizada nas células da bainha do feixe vascular.
Independentemente da via presente, a enzima piruvato ortofosfato dicinase (PPDK) é crucial para
o funcionamento do metabolismo C4. A PPDK catalisa um passo limitante da velocidade no ciclo
C., fazendo-se um alvo extremamente atrativo para o desenvolvimento de herbicidas seletivos
que bloqueiem o crescimento de plantas daninhas C.. Além disso, esta enzima ndo foi, até o
momento, descrita em animais, reduzindo a probabilidade de que compostos inibidores da PPDK
tenham efeitos toxicolégicos adversos ou mesmo impactos ambientais. Embora a estrutura
tridimensional da PPDK de Digitaria insularis ainda ndo tenha sido determinada por nenhum
método experimental, a sequéncia de aminoacidos que codifica esta proteina em Digitaria
sanguinalis ja possui status confirmado na base de dados Uniprot. Além disso, ja existem
estruturas cristalogréficas da PPDK depositadas no Protein Data Bank (PDB), como a de Zea
mays, a qual compartilha 91% de identidade com a enzima homdloga de Digitaria sanguinalis.
Estas caracteristicas nos permitiram modelar, por substitui¢cdo, a PPDK de Digitaria sanguinalis
a partir da PPDK de Zea mays, de modo a utiliza-la em estudos de ancoragem e triagem virtual,
com o intuito de descobrir novas moléculas candidatas a herbicidas, que possam ser utilizados em
capim-amargoso e outras plantas daninhas que apresentem metabolismo fotossintético Cs4. Além
disso, foi adquirido o &cido bromoacético, um composto que possui atividade inibitéria conhecida
sobre a PPDK de Clostridium symbiosum, o qual teve seus efeitos avaliados in vivo e in vitro em
plantas de milho.

METODOS — A sequéncia de aminoacidos da PPDK escolhida foi a de Digitaria sanguinalis,
existente do banco de dados Uniprot. Esta sequéncia foi utilizada na busca de moldes estruturais
por meio de BLASTp com filtro para estruturas cristalograficas no PDB. As simulagdes de
dindmica (DM) foram realizadas com o pacote de programas NAMD2/VMD. A estrutura do
mondmero obtida com a substitui¢do dos aminoécidos foi solvatada com &gua TIP3P em uma
caixa periodica com limites de 10 A de distancia a partir da superficie mais externa da proteina.



O protocolo de ancoragem foi estabelecido por estudos de redocking do ligante fosfoenolpiruvato
no complexo proteina-cofator minimizado (terceira etapa da DM) usando o programa AutoDock
4.2.3, implementado na interface grafica do programa Pyrx-0.9. Para as simulacdes de varredura
virtual foi construida uma biblioteca. A biblioteca utilizada foi a dos produtos comercializaveis
da Sigma-Aldrich® da base de dados Zinc. Neste trabalho, o 4cido bromoacético, conhecido
inibidor para PPDK de Clostridium symbiosum, foi utilizado para realizacdo de testes in vitro e
in vivo. Como planta modelo com metabolismo fotossintético C, foi utilizado o milho. Sementes
de milho (Zea mays L.), cv. IPR-164, foram esterilizadas com hipoclorito de sédio (NaClO) a 2%,
lavadas abundantemente com agua deionizada e germinadas no escuro a 25°C entre duas folhas
de papel Germitest® previamente umedecidos. Plantulas uniformes com dois dias de
desenvolvimento foram selecionadas e transferidas para recipientes de plastico de 500 mL
contendo uma mistura vermiculita/substrato na propor¢cdo de 1:1. As plantas foram
periodicamente regadas com 50 mL de solucéo nutritiva (pH 6,0). Os recipientes contendo as
plantas foram mantidos por 16 ou 28 dias em sala de crescimento com temperatura de 25°C,
fotoperiodo de 12h/12h (claro/escuro) e uma irradiancia de 300 pmol fétons m2 s, No 14° dia
de cultivo, as plantas foram aspergidas com 15 mL de uma solu¢do aquosa contendo acido
bromoacético nas concentragdes de 0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10 mM. No 16° dia de cultivo as plantas
foram retiradas do sistema experimental e utilizadas para determinacdo da biomassa fresca das
folhas, ap6s a determinagdo do indice SPAD. O teor enddgeno de piruvato foi determinado no
15° e 16° dia de cultivo, ou seja, 24 e 48 h apds a aplicacdo do &cido bromoacético. Os efeitos in
vitro do &cido bromoacético sobre a atividade da PPDK foram realizados ap0s extracdo da enzima
a partir de plantas controle com 28 dias de desenvolvimento. Para a determinacdo do indice de
clorofila foi utilizado o clorofilémetro portatil SPAD-502 (Minolta®). O contetido endégeno de
piruvato foi determinado através da técnica da lactato desidrogenase (LDH) medindo-se,
espectrofotometricamente, o desaparecimento do NADH a 340 nm. Um analisador de gas por
infravermelho (ADC BioScientific Ltd., Hertfordshire, UK) foi utilizado para monitorar os
pardmetros de trocas gasosas. A atividade da PPDK (EC 2.7.9.1) foi estimada
cromatograficamente através da produgdo do AMP e consumo do ATP a partir do meio reacional.
A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para testar a significancia das diferencas
observadas usando o pacote de software GraphPad Prism® (versdo 6.0 GraphPad Software Inc.,
EUA).

RESULTADOS - Os principais resultados foram os seguintes:

1) A sequéncia de aminoacidos da PPDK de Digitaria sanguinalis foi obtida no Uniprot
(Uniprot id: HBWFY2), contendo 844 residuos e, de acordo com o servidor Protparam,
possui peso molecular de 91,947 kDa e ponto isoelétrico (pl) tedrico de 4,90.

2) A analise da sequéncia de aminoacidos pelo Blastp forneceu dois moldes estruturais, a
partir dos quais foi gerado o modelo tridimensional de PPDK de Digitaria sanguinalis.

3) A viabilidade de utilizacdo da PPDK de Digitaria sanguinalis em estudos de triagem
virtual, bem como a validacdo do protocolo de docking, foram realizadas pelo método de
redocking utilizando os programas AutoDock e Molegro, os quais forneceram um RMSD
de 0,68 A (média de sete simulacdes) e 0,57 A, respectivamente.

4) Para a triagem virtual, foi utilizada a biblioteca da Sigma-Aldrich® do banco de dados
Zinc Data Base. A biblioteca continha 71.569 moléculas com disponibilidade comercial.
Destas moléculas, duas moléculas foram selecionadas: ZINC388362 e ZINC391120.

5) Todas as concentracfes de &cido bromoacético utilizadas causaram reducdes
significativas na atividade da PPDK in vitro.

6) Para ambos os tempos de tratamento, 24 e 48 h, ndo foram observadas alteracdes dos
teores foliares de piruvato com concentracfes de até 2,5 mM do acido bromoacético.
Contudo, houve expressivo aumento dos teores de piruvato nas folhas das plantas tratadas
com 5,0 e 10 mM de &cido bromoacético.

7) O acido bromoacético reduziu marcadamente a A, a Gs e a E, embora tenha aumentado a
Ci.



8) Os danos causados as plantas de milho foram diretamente relacionados com a dose de
acido bromoacético aplicado, sendo o principal sintoma observado a desidratagdo das
folhas.

9) Quando comparado com o controle, os tratamentos com as concentragGes de 0,5, 1,0 e
2,5 mM ndo alteraram significativamente a biomassa fresca das plantas de milho.
Entretanto, os tratamentos realizados com 5,0 e 10,0 mM de &cido bromoacético
reduziram em 17% e 52%, respectivamente, a biomassa fresca das plantas.

DISCUSSAO E CONCLUSOES - E sabido que sequéncias de proteinas com identidade maior
do que 25% possuem similaridade de estruturas tridimensionais. O molde 1VBH representa a
unidade biolb6gica da enzima PPDK, que possui a cadeia polipeptidica, o ligante e o cofator.
Entretanto, por falta de densidade eletronica da regiéo, os residuos 280 a 288 e 451 a 458 estavam
faltando. O molde 1VBG foi utilizado para a modelagem destas regides. A PPDK possui duas
conformacdes distintas do sitio ativo. Sendo assim, a proteina foi modelada como um monémero,
sua mais provavel unidade biol6gica. Ap6s os estudos de ancoragem, dois ligantes foram
selecionados: ZINC388362 e ZINC391120. Os ligantes ZINC388362 e ZINC391120 possuem
um peso molecular de 146,125 e 172,092 g/mol e logP de 1,58 e -2,25, respectivamente. O
programa Autodock ranqueou estes dois compostos com um AGiigacso Menor do que o PEP. A
segunda parte deste trabalho avaliou o efeito herbicida do &cido bromoacético sobre plantas de
milho. Os dados indicam que o acido bromoacético afeta negativamente o metabolismo e o
crescimento do milho através da inibicdo da enzima PPDK e, consequentemente, dos processos
fotossintéticos, dos quais a planta é extremamente dependente. A PPDK catalisa uma etapa
importante da via do metabolismo fotossintético Cs. Sendo assim, qualquer interferéncia na
atividade normal da PPDK pode afetar negativamente os processos fotossintético em plantas com
metabolismo do tipo C.. A inibicdo in vitro da PPDK e o acimulo de piruvato endogeno das
folhas do milho, principalmente nas doses mais altas do composto, € um indicativo muito forte
gue os efeitos deletérios apresentados nos experimentos in vivo, sdo também decorrentes de uma
inibicdo na PPDK. Além disso, o &cido bromoacético reduziu marcadamente a A, a Gs e a E.
Entretanto, o &cido bromoacético aumentou a C;, 0 que fortalece a hip6tese que os efeitos causados
pelo composto sdo oriundos da inibicdo da PPDK. Concluindo, este trabalho apresenta a
modelagem, estudos de docagem e dindmica molecular para enzima PPDK de Digitaria
sanguinalis. Ainda, os resultados neste trabalho permitem concluir que o &cido bromoacético
causa efeitos deletérios sobre as plantas de milho devido as limitagGes fotossintéticas induzidas
pela inibi¢do da PPDK.

Palavras-chave: Piruvato ortofosfato dicinase, modelagem molecular, Digitaria sanguinalis,
ancoramento molecular, herbicidas.



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION AND OBJECTIVES — Weeds are one of the main obstacles to agricultural
production, which can lead to losses of up to 80%. This is because they compete with cultures for
natural resources such as light, water, nutrients and space. In addition, problems such as the
reduction of quality and the uniform maturation of grains are also consequences of the presence
of weeds, which in extreme cases may even make harvesting unviable. The selection of resistant
biotypes presented by some weeds is caused by the persistent application or indiscriminate use of
a given herbicide on a population. Thus, plants that express a given characteristic that enables it
to grow in the presence of the herbicide may become the dominant population. In addition, the
small diversity of herbicides utilizing a reduced number of mechanisms of action is increasing the
occurrence of herbicide resistance. The selection of herbicide-resistant weeds has been described
since 1957 and, currently, it is estimated that there are 300 biotypes that show resistance to some
mechanism of action. The problem of the emergence of herbicide-resistant species is aggravated
by the emergence of biotypes resistant to more than one mechanism of action, which has limited
the forms of control available to some species. The case of resistance of sourgrass (Digitaria
insularis) to glyphosate deserves special attention. Specifically, in the case of bittergrass, the main
problem has been the selection of biotypes resistant to glyphosate, one of the most important
herbicides in the grain production system. It is a species of perennial cycle grass with C4
photosynthetic metabolism, but presents slow initial growth up to 45 days after emergence (DAE).
From 45 to 105 DAE its growth is accelerated, with exponential increase of dry matter. In the
exponential growth phase, part of the increment of dry mass of roots from 45 DAE is due to the
formation of rhizomes. Plants using the C4 photosynthetic pathway are highly represented with
the world's worst weeds, with only four species of C, plants being agriculturally productive
(maize, sorghum, pearl millet, and sugarcane). There are three variations of the C4 metabolism,
and the C,4 plants were classified into three groups according to the decarboxylation reaction
located in the sheath cells of the vascular bundle. Regardless of this pathway, the enzyme pyruvate
orthophosphate dikinase (PPDK) and phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) are crucial for
the functioning of C4 metabolism. PPDK catalyzes a rate-limiting step in the C4 cycle, making it
an extremely attractive target for the development of selective herbicides that block the growth
of C, weeds. In addition, this enzyme has not been described in animals to date, reducing the
likelihood that PPDK inhibitor compounds will have adverse toxicological or even environmental
impacts. Although the three-dimensional structure of Digitaria insularis of PPDK has not yet
been determined by any experimental method, the amino acid sequence encoding this protein in
Digitaria sanguinalis already has confirmed status in the Uniprot database. In addition, there are
already crystallographic structures of PPDK deposited in the Protein Data Bank (PDB), such as
Zea mays, which shares 91% identity with the homologous enzyme of Digitaria sanguinalis.
These characteristics allowed us to model, by substitution, the PPDK of Digitaria sanguinalis
from the PPDK of Zea mays to use it in anchorage and virtual screening studies, in order to
discover new herbicide candidate molecules that can be used on bittergrass and other weeds that
exhibit C4 photosynthetic metabolism. In addition, bromoacetic acid, a compound having known
inhibitory activity on PPDK of Clostridium symbiosum, was evaluated in vivo and in vitro in
maize plants.

METHODS - The amino acid sequence of the PPDK chosen was that of Digitaria sanguinalis,
existing from the Uniprot database. This sequence was used in the search of structural molds
through BLASTp with filter for crystallographic structures in the PDB. Dynamics simulations
(MD) were performed with the NAMD2/VVMD program package. The structure of the monomer
obtained with the amino acid substitution was solvated with TIP3P water in a periodic box with
limits of 10 A of distance from the outermost surface of the protein. The anchorage protocol was
established by redocking studies of the phosphoenolpyruvate ligand in the minimized protein-
cofactor complex (third step of MD) using the AutoDock 4.2.3 program, implemented in the Pyrx-
0.9 program interface. For the virtual scan simulations, a library was built. The library used was
the Sigma- Aldrich® marketable products of the Zinc database. In this work, bromoacetic acid, a



known inhibitor of PPDK of Clostridium symbiosum, was used for in vitro and in vivo tests. Maize
was used as a model plant with C4 photosynthetic metabolism. Seeds of maize (Zea mays L.), cv.
IPR-164, were sanitized with 2% sodium hypochlorite (NaClO), washed extensively with
deionized water and germinated in the dark at 25°C between two sheets of Germitest® paper
previously moistened. Uniform seedlings with two days of development were selected and
transferred to 500 mL plastic containers containing a mixture of vermiculite/substrate in the 1:1
ratio. The plants were periodically watered with 50 mL of nutrient solution (pH 6.0). The
containers containing the plants were kept for 16 or 28 days in a growth room with a temperature
of 25°C, 12h/12h photoperiod (light/dark) and an irradiance of 300 pmol photons m2 s*. On the
14th day of cultivation, the plants were sprayed with 15 mL of an aqueous solution containing
bromoacetic acid at concentrations of 0, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 and 10 mM. On the 16th day of
cultivation, the plants were removed from the experimental system and used to determine the
fresh leaf biomass, after determination of the SPAD index. The endogenous pyruvate content was
determined on the 15th and 16th day of culture, i. e., 24 and 48 h after bromoacetic acid
application. The in vitro effects of bromoacetic acid on PPDK activity were performed after
extraction of the enzyme from control plants with 28 days of development. A chlorophyll meter
SPAD-502 (Minolta®) was used to determine the chlorophyll index. The endogenous pyruvate
content was determined by the lactate dehydrogenase (LDH) method by spectrophotometrically
measuring the disappearance of NADH at 340 nm. An infrared gas analyzer (ADC BioScientific
Ltd., Hertfordshire, UK) was used to monitor the gas exchange parameters of maize plants. The
activity of PPDK (EC 2.7.9.1) was estimated, chromatographically, through the production of
AMP and consumption of ATP from the reaction medium. Analysis of variance (ANOVA) was
performed to test the significance of observed differences using the GraphPad Prism® software
package (version 6.0 GraphPad Software Inc., USA).

RESULTS — The main results were as follows:

1) The amino acid sequence of PPDK of Digitaria sanguinalis was obtained from Uniprot
(Uniprot id: HBWFY?2) containing 844 residues and, according to the Protparam
server, has a molecular weight of 91.947 kDa and theoretical isoelectric point (pl) of
4.90.

2) Analysis of the amino acid sequence by Blastp provided two structural templates, from
which the three-dimensional model of Digitaria sanguinalis PPDK was generated.

3) The feasibility of using Digitaria sanguinalis PPDK in virtual screening studies, as
well as the validation of the docking protocol, were performed by the redocking
method using the AutoDock and Molegro programs, which provided a RMSD of 0.68
A (mean of seven simulations) and 0.57 A, respectively.

4) For virtual screening, the Sigma-Aldrich® library of the Zinc database was used. The
library contained 71,569 molecules with commercial availability. Of these molecules,
two molecules were selected: ZINC388362 and ZINC391120.

5) All concentrations of bromoacetic acid used caused significant reductions in PPDK
activity.

6) For both treatment times, 24 and 48 h, no changes were observed in the leaf content of
pyruvate with concentrations up to 2.5 mM of bromoacetic acid. However, there was
an expressive increase of the pyruvate contents in the leaves of the plants treated with
5.0 and 10 mM bromoacetic acid.

7) As noted, the bromoacetic acid markedly reduced the A, Gs and E, although it
increased the Ci.

8) The damage caused to the maize plants was directly related to the dose of bromoacetic
acid applied, being the dehydration of the leaves, the main symptom observed.

9) When compared to the control, treatments with concentrations of 0.5, 1.0 and 2.5 mM
did not significantly alter the fresh weights of maize plants. However, treatments with



5.0 and 10.0 mM of bromoacetic acid reduced the fresh weight the plants by 17% and
52%, respectively.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS — It is known that protein sequences with identity greater
than 25% have similarity of three-dimensional structures. The 1VBH template represents the
biological unit of the enzyme, which has the polypeptide chain, the ligand and the cofactor.
However, due to lack of electronic density of the region, the residues 280 to 288 and 451 to 458
were lacking. The 1VBG template was used to model these regions. PPDK has two distinct
conformations of the active site. Thus, the protein was modeled as a monomer, its most likely
biological unit. After the anchorage studies, two ligands were selected: ZINC388362 and
ZINC391120. Ligands ZINC388362 and ZINC391120 have a molecular weight of 146.1225 and
172.092 g/mol and logP of 1.58 and -2.25, respectively. The Autodock program ranked these two
compounds with minor AGiigaion than PEP. The second part of this work evaluated the herbicide
effects of bromoacetic acid on maize plants. The data indicate that bromoacetic acid adversely
affects the metabolism and growth of maize by inhibiting the enzyme pyruvate orthophosphate
dikinase (PPDK) and, consequently, the photosynthetic processes, of which the plants are
extremely dependent. PPDK catalyzes an important step in the photosynthesis Ca. Therefore, any
interference on the normal PPDK activity may adversely affect photosynthetic processes in plants
with C4 metabolism. In vitro inhibition of PPDK and the accumulation of endogenous pyruvate
from maize leaves, especially at higher doses of the compound, is a strong indication that the
deleterious effects presented in experiments in vivo are also due to inhibition in PPDK.
Furthermore, the bromoacetic acid markedly reduced A, Gs and E. However, bromoacetic acid
increased the C;, which strengthens the hypothesis that the effects caused by the compound are a
consequence of the inhibition of PPDK. In conclusion, this work presents the modeling and the
docking molecular dynamics studies for enzyme PPDK from Digitaria sanguinalis. Furthermore,
the results obtained in this work allow us to conclude that bromoacetic acid causes deleterious
effects on maize plants due to the photosynthetic limitations induced by the inhibition of PPDK.

Keywords: Pyruvate orthophosphate dikinase, molecular modeling, Digitaria sanguinalis,
molecular anchorage, herbicides.
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RESUMO

A piruvato ortofosfato dicinase (PPDK) é uma enzima que desempenha um papel importante
em plantas com metabolismo fotossintético Ca, constituindo um alvo interessante para o
desenvolvimento de novos herbicidas. Sendo assim, neste trabalho, foi realizado a
modelagem molecular da PPDK de Digitaria sanguinalis através de técnicas de
bioinformética e, buscou-se por meio de varredura virtual compostos que apresentam
potencial inibitério sobre essa enzima. Além disso, foi testado os efeitos do &cido
bromoacético — composto que possui atividade inibitéria conhecida sobre a PPDK de
Clostridium symbiosum — in vivo e in vitro em plantas de milho (Zea mays). A sequéncia de
aminoacidos da PPDK de D. sanguinalis foi modelada tridimensionalmente a partir de um
molde de PPDK de Z. mays. A proteina foi modelada como um monémero, minimizada e
utilizada nos estudos de ancoragem virtual. Apos os estudos de ancoragem, dois ligantes
foram selecionados, ZINC388362 e ZINC391120 e, ambos possuem AGiigacio menor do que
o ligante da enzima. Na segunda parte do trabalho, o &cido bromoacético reduziu de forma
dose-dependente a atividade da PPDK in vitro e causou um acumulo de seu substrato
(piruvato) nos experimentos in vivo. Nas determinacdes de trocas gasosas, 0 &cido
bromoacético reduziu marcadamente a taxa fotossintética (A), a condutancia estomatica (Gs)
e a transpiracdo (E), embora tenha aumentado a concentragdo intercelular de CO2 (Ci). Os
dados permitem afirmar que o acido bromoacético exerce potente efeito herbicida sobre uma
planta de metabolismo fotossintético C4, 0 milho, sendo 0 seu mais provavel mecanismo de

acao a inibicdo da enzima PPDK.

Palavras-chave: Piruvato ortofosfato dicinase, modelagem molecular, Digitaria sanguinalis,

ancoragem molecular, herbicidas.



1 INTRODUCAO

As plantas daninhas constituem um dos principais empecilhos a producdo agricola,
podendo ocasionar perdas de até 80%. Isso porque elas competem com as culturas por
recursos naturais tais como luz, agua, nutrientes e espago’. Adicionalmente, problemas
como a reducdo da qualidade e a maturacdo desuniforme dos grdos também séo
consequéncias da presenca de plantas daninhas, que em casos extremos, podem até
inviabilizar a colheita. Dentre as plantas daninhas que infestam a cultura da soja destaca-
se a corda-de-viola (Ipomoea spp.), amendoim-bravo ou leiteiro (Euphorbia
heterophylla), capim-marmelada (Brachiaria plantaginea), grama-seda (Cynodon
dactylon), caruru (Amaranthus retroflexus) e capim-amargoso (Digitaria insularis). A
presenca de corda-de-viola, capim-amargoso, azevém (Lolium perenne) e buva (Conyza
spp.) tem se tornado comum principalmente em lavouras de soja transgénica, nas quais
essas espécies sio selecionadas devido a tolerancia ao glifosato®?. Isso mostra que apesar
do sucesso de controle das plantas daninhas obtido com os herbicidas, algumas espécies
desenvolveram resisténcia a determinados mecanismos de a¢do, como nos citados casos.

A selecdo de bidtipos resistentes apresentado por algumas plantas daninhas é
ocasionado pela persistente aplicacdo ou uso indiscriminado de um dado herbicida sobre
uma populacdo®. Dessa forma, plantas que expressam uma dada caracteristica que a
habilita crescer na presenca do herbicida podem tornar-se a populagdo dominante®.
Adicionalmente, a pequena diversidade de herbicidas utilizando um reduzido nimero de
mecanismos de acdo estd aumentando a ocorréncia de resisténcia aos herbicidas®. E
importante ressaltar que a sensibilidade a um dado herbicida varia muito entre as espécies
de plantas daninhas, sendo algumas naturalmente tolerantes. Um exemplo é a Ipomoea
spp., que nunca foi controlada pelo glifosato®.

A selecéo de plantas daninhas resistentes a herbicidas vem sendo descrito desde
1957 e, atualmente, estima-se que existam 300 bidtipos que apresentam resisténcia para
algum mecanismo de agdo. Os herbicidas do grupo das triazinas e inibidores da
acetolactato sintase (ALS) sdo 0s que apresentam o maior numero de casos de resisténcia,
0 que esta relacionado ao fato de estes herbicidas serem aplicados em grandes areas e
também por serem muito especificos e eficientest. Por outro lado, herbicidas inibidores
da protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) sdo 0s que apresentam, até 0 momento, 0

menor nimero de espécies resistentes, embora as razdes para isso ndo estejam bem



estabelecidast. O problema do surgimento de espécies resistentes a herbicidas é agravado
pelo fato de surgirem bidtipos resistentes a mais de um mecanismo de acdo, 0 que tem
limitado as formas de controle disponiveis para algumas espécies®. Juntos, esses fatos
sugerem que a procura por novas moléculas ativas ou mecanismos de agdo constituem
assunto de fundamental importancia, que pode ser essencial para o controle de plantas
daninhas nos sistemas agriculturais e necessario para alcangar maiores rendimentos na
producdo agricola.

O caso da resisténcia do capim-amargoso (Digitaria insularis) ao glifosato merece
especial atencdo. O capim-amargoso € uma espécie nativa de regides tropicais e
subtropicais da América, onde é frequentemente encontrado em pastagens, cafezais,
pomares e em areas rurais como beira de estradas e terrenos baldios’. Especificamente no
caso do capim-amargoso, o principal problema tem sido a selecdo de biotipos resistentes
ao glifosato, um dos mais importantes herbicidas do sistema de producao de graos.

Nas Ultimas décadas, principalmente ap6s o advento do sistema de plantio direto,
esta espécie vem apresentando maior relevancia dentro da agricultura, sendo este aumento
de ocorréncia relacionado as suas caracteristicas de agressividade. Entre elas destaca-se
a capacidade de formacéo de rizomas, que apesar de curtos séo bem evidentes, formando
notaveis touceiras e a capacidade de disseminacdo de propagulos (sementes) praticamente
durante todo o ano®. As sementes desta espécie sdo revestidas por muitos pelos, os quais
auxiliam sua dispersao a longas distancias o que, aliado ao grande percentual germinativo,
permite que essa planta se dissemine com grande facilidade®°. E uma espécie de
graminea de ciclo perene com metabolismo fotossintético do tipo C.8, porém apresenta
crescimento inicial lento até 45 dias apds a emergéncia (DAE). Dos 45 aos 105 DAE o
seu crescimento é acelerado, apresentando aumento exponencial de matéria seca. Na fase
de crescimento exponencial, parte do incremento de massa seca das raizes a partir dos 45
DAE se deve a formagdo dos rizomas!!. Em comparagdo com outras 18 espécies de
gramineas, 0 capim-amargoso apresenta 0 maior potencial competitivo em relacdo as
espécies cultivadas, especialmente em fungdo do seu rapido crescimento®. Quando em
competicdo com a soja e 0 milho, por exemplo, a interferéncia do capim-amargoso pode
reduzir a produtividade em até 32% e 44%, respectivamente!'1?,

Plantas que utilizam a via fotossintética C4 sdo altamente representadas como as
piores plantas daninhas do mundo, com apenas quatro espécies de plantas Cs sendo
agriculturalmente produtivas (milho, sorgo, milheto e cana-de-agucar). Nestas plantas, o



ciclo C4 funciona como um apéndice do metabolismo Cs. Dessa forma, as enzimas
suplementares envolvidas na fotossintese Cs representam um alvo atrativo para o
desenvolvimento de herbicidas seletivos para plantas daninhas Cs'®. Existem trés
variagOes do metabolismo Cg, e as plantas C4 foram classificadas em trés grupos de acordo
com a reacdo de descarboxilacdo localizada nas células da bainha do feixe vascular.
Independentemente da via presente, as enzimas piruvato ortofosfato dicinase (PPDK) e
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) sdo cruciais para o funcionamento do metabolismo
Cs. Nas plantas contendo enzima NADP-mélica, a PPDK catalisa a conversdo do piruvato
em fosfoenolpiruvato. Ap6s a anidrase carbbnica catalisar a hidratacdo do CO:
atmosférico em bicarbonato, a PEPC catalisa a carboxilacdo do fosfoenolpiruvato para
produzir o oxaloacetato. Este é convertido rapidamente em malato pela malato
desidrogenase e subsequentemente transportado para o interior dos cloroplastos das
células envoltérias do feixe vascular'®, A descarboxilagdo do malato pela enzima
NADP-malica produz CO-, que é posteriormente fixado pela Rubisco e incorporado na
via Cs. Desse modo, a interrup¢do do ciclo do acido Cs4 devera afetar negativamente a
fotossintese total em plantas Ca.

A PPDK catalisa um passo limitante da velocidade no ciclo Cs, fazendo-se um
alvo extremamente atrativo para o desenvolvimento de herbicidas seletivos que
blogueiem o crescimento de plantas daninhas C4. Além disso, esta enzima néo foi, até o
momento, descrita em animais, reduzindo a probabilidade de que compostos inibidores
da PPDK tenham efeitos toxicologicos adversos ou mesmo impactos ambientaist®,
Tentativas anteriores que visaram desenvolver um herbicida seletivo para plantas Ca
envolveram a concepgdo de analogos estruturais de substratos de enzimas do ciclo Ca'’.
O Unico composto relatado que inibiu especificamente uma enzima do metabolismo Ca
foi o 3,3-dicloro-2-(di-hidroxifosfinoilmetil)-propenoato (DCDP), que atua sobre a
PEPC. Infelizmente, este composto ndo apresentou nenhum efeito sobre o crescimento de
plantas Ca. No entanto, inibir enzimas especificas do metabolismo C4 continua sendo uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de novos herbicidas. Por exemplo, plantas
C4 modificadas para diminuir os niveis de PPDK ou PEPC foram incapazes de sobreviver,
a menos que crescidas em condigOes de alto CO» para compensar a inatividade destas
enzimas®®. Dessa forma, compostos que inibam especificamente PPDK ou PEPC podem
funcionar como um herbicida eficiente e seletivo, impedindo efeitos deletérios de plantas

daninhas C4 em culturas Cs.
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Embora a estrutura tridimensional da PPDK de Digitaria insularis ainda ndo tenha
sido determinada por nenhum meétodo experimental, a sequéncia de aminoacidos que
codifica esta proteina em Digitaria sanguinalis ja possui status confirmado na base de
dados Uniprot®®. Além disso, ja existem estruturas cristalograficas da PPDK depositadas
no Protein Data Bank (PDB)®, como a de Zea mays, a qual compartilha 91% de
identidade com a enzima homdloga de Digitaria sanguinalis. Estas caracteristicas nos
permitiram modelar por substituicdo a PPDK de Digitaria sanguinalis a partir da PPDK
de Zea mays. O modelo gerado foi utilizado em estudos de ancoragem e triagem virtual
com o intuito de descobrir novas moléculas candidatas a herbicidas, as quais poderdo ser
utilizadas sobre o capim-amargoso e outras plantas daninhas que apresentem
metabolismo fotossintético Cs. Além disso, foi adquirido o acido bromoacético, um
composto que possui atividade inibitoria conhecida sobre a PPDK de Clostridium

symbiosum, o qual teve seus efeitos avaliados in vivo e in vitro em plantas de milho.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo da sequéncia e modelagem

A sequéncia de aminoacidos da PPDK escolhida foi a de Digitaria sanguinalis, existente
do banco de dados Uniprot®®. Esta sequéncia foi utilizada na busca de moldes estruturais
por meio de BLASTp? com filtro para estruturas cristalograficas no PDB. Em seguida,
as sequéncias do molde e modelo foram alinhadas pelo programa Modeller 9v1422. Foi
utilizado o programa Coot? para a substituicio dos aminoéacidos divergentes no molde

pelos aminoacidos do modelo.

2.2 Simulagdes de dindmica molecular

As simulacdes de dinamica (MD) foram realizadas com o pacote de programas
NAMD2/VMD?*%, A estrutura do mondmero obtida com a substitui¢do dos aminoéacidos
foi solvatada com &gua TIP3P em uma caixa periddica com limites de 10 A de distancia
a partir da superficie mais externa da proteina. fons Na* e CI- foram adicionados em
quantidade suficiente para neutralizacdo das cargas do sistema. O processo de DM
ocorreu em trés etapas. Na primeira etapa, os atomos do ligante e do cofator foram fixados
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no espaco, enquanto que os residuos de aminoacidos 378 a 514 da proteina e demais
atomos do sistema foram mantidos livres para se movimentar. Neste ponto, o sistema foi
submetido a 10.000 passos de minimizacgao por Gradiente Conjugado (CG). Na segunda
etapa, todos os atomos do sistema, exceto o ligante que ficou fixo no espaco, foram
novamente minimizados por 20.000 passos de CG. Na terceira etapa, todos os &tomos do

sistema foram novamente minimizados por 10.000 passos de CG.

2.3 Simulagdes de ancoragem

O protocolo de ancoragem foi estabelecido por estudos de redocking do ligante
fosfoenolpiruvato (PEP) no complexo proteina-cofator minimizado (terceira etapa da
DM) usando o programa AutoDock 4.2.3?°, implementado na interface grafica do
programa Pyrx-0.9%’. Os pardmetros usados foram algoritmo padrdo de busca
(Lamarckian GA) e grid de 0,375 A, com centro de busca em 15, 46, 0, tamanho da caixa
30, 30, 30 em x, y e z respectivamente. Foram restringidos os angulos de tor¢cdo da enzima
e do cofator, mas permitiu-se a flexibilidade dos ligantes testados. Todas as moléculas de
agua (exceto as que estdo presentes no sitio de ligacdo da enzima) e os ions foram
removidos da estrutura.

Os protocolos foram considerados validados quando a pose do fosfoenolpiruvato
se sobrepds a pose modelada com RMSD menor que 0,8 A. De acordo com a literatura,
é aceitavel um RMSD de até 2.0 A%,

2.4 Varredura virtual

Para as simulacBes de varredura virtual foi construida uma biblioteca. A biblioteca
utilizada foi a dos produtos comercializaveis da Sigma-Aldrich® da base de dados Zinc?.
Foi incluido na biblioteca a estrutura do fosfoenolpiruvato de modo que ao final da
simulacdo, somente os compostos melhores ranqueados (menores AGiigaczo teOricos) que
0 encontrado para esse ligante fossem considerados. Todas as moléculas estavam no
formato *.sdf.

Os resultados de trés novas varreduras com estas bibliotecas (repeti¢cdes) foram
utilizados para selecionar os compostos com reprodutibilidade, de modo a eliminar

resultados falso-positivos.
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2.5 Material vegetal e procedimentos gerais

Neste trabalho, o &cido bromoacético (Figura 1), conhecido inibidor para PPDK de
Clostridium symbiosum?®°, foi utilizado para realizacdo de testes in vitro e in vivo. Como
planta modelo com metabolismo fotossintético C4 foi utilizado o milho. Sementes de
milho (Zea mays L.), cv. IPR-164, foram esterilizadas com hipoclorito de soédio (NaClO)
a 2%, lavadas abundantemente com agua deionizada e germinadas no escuro a 25°C entre
duas folhas de papel Germitest® previamente umedecidos. Plantulas uniformes com dois
dias de desenvolvimento foram selecionadas e transferidas para recipientes de plastico de
500 mL contendo uma mistura vermiculita/substrato de pinus na propor¢do de 1:1. As
plantas foram periodicamente regadas com 50 mL de solucdo nutritiva de Hoogland (pH
6.0). Os recipientes contendo as plantas foram mantidos por 16 ou 28 dias em sala de
crescimento com temperatura de 25°C, fotoperiodo de 12h/12h (claro/escuro) e uma
irradiancia de 300 umol fotons m2 s%). No 14° dia de cultivo, as plantas foram aspergidas
com 15 mL de uma solu¢do aquosa contendo &cido bromoacético nas concentragdes de
0,0,5,1,0,2,5,50e 10 mM. No 16° dia de cultivo as plantas foram retiradas do sistema
experimental e utilizadas para determinacdo da biomassa fresca das folhas e teor
enddgeno de piruvato (15° e 16° dias). Os efeitos in vitro do acido bromoacético sobre a
atividade da PPDK foram realizados apds extracdo da enzima a partir de plantas controle
com 28 dias de desenvolvimento.

O é&cido bromoacético foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), e
todos os outros reagentes utilizados foram adquiridos das fontes mais confiaveis

disponiveis.

2.6 Determinacédo da biomassa fresca das folhas

A biomassa fresca das folhas de plantas de milho foi estimada no 16° dia de cultivo com
auxilio de balanga previamente calibrada.

2.7 Determinacao do contetudo enddgeno de piruvato

O contetdo endogeno de piruvato foi determinado nas folhas de plantas de milho 24 e

48 h apos a aspersdo do acido bromoacético. Para isso, foi utilizado o método da enzima
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lactato desidrogenase®, monitorando-se espectrofotometricamente o desaparecimento do
NADH a 340 nm.

2.8 Avaliagéo das trocas gasosas

Um analisador de gas por infravermelho (ADC BioScientific Ltd., Hertfordshire, UK) foi
utilizado para monitorar a taxa fotossintética (A), condutancia estomética (Gs),
transpiracéo (E) e concentracdo intercelular de CO: (Ci) 24 e 48 h ap0s o tratamento. As
medicbes foram realizadas a 25°C sob uma densidade de fluxo de fdtons
fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 1200 pmol m? s das 7:00 as 11:30 h%,

2.9 Determinacéo da atividade da PPDK

A atividade da PPDK (EC 2.7.9.1) foi estimada cromatograficamente através da producéo
do AMP e consumo do ATP a partir do meio reacional®34, Para isso, folhas (4 g) de
plantas de milho com 28 dias de desenvolvimento foram homogeneizadas em 4 mL de
tamp&o HEPES-KOH 50 mM (pH 7.0) e, em seguida, centrifugadas a 3000 x g durante
15 min a 4°C. O sobrenadante obtido foi reservado em frasco &mbar e considerado como
extrato enzimatico da PPDK. Tubos de ensaio contendo 650 pL de tampdo HEPES-KOH
50 mM (pH 7.0), 100 pL da preparagdo enzimatica e 100 pL de piruvato 2 mM foram
incubados em temperatura ambiente durante 5 min. A reacgéo foi iniciada pela adi¢éo de
50 uL de ATP 1,25 mM e interrompida, ap6s 20 min, com a transferéncia dos tubos para
um banho maria a 90°C. As amostras foram novamente centrifugadas e o sobrenadante
foi utilizado para analises em cromatdgrafo liquido (HPLC Prominence, Shimadzu®,
Téquio, Japao) equipado com uma bomba de gradiente quaternario (LC-20AT), um
autoinjetor (SIL-20A), detector de fotodiodos (SPD-M20A), forno para coluna (CTO-
20A), desgasificador (DGU-20A), médulo de comunicacdo (CBM-20A) e estacdo de
trabalho LcSolution (versao 1.25). A separacdo do AMP foi realizada com auxilio de uma
coluna de fase reversa CLC-ODS (M) (250 x 4,6 mm, com particulas de 5 um) equipada
com pré-coluna compativel (10 x 4,6 mm) a 35°C. A fase movel foi aplicada sob um fluxo
de 0,8 mL min! utilizando-se um gradiente entre as fases NazHPO4 0,044 M pH 6.0 (A)
e NaoHPO4 0,044 M + metanol 100% pH 7.0 (1:1) (B). Em porcentagem de metanol, o

gradiente foi realizado da seguinte maneira: em 0 min, 0%; em 2,5 min, 0.5%; em 5 min,
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3%; em 7 min, 5%; em 8 min, 12%; em 10 min, 15%; em 12 min, 20%; em 20 min, 28%;
e em 30 min, 0%. A absorcdo do AMP foi monitorada a 254 nm utilizando-se padréo
Sigma-Aldrich®. Os resultados foram expressos como nmol piruvato x mint x g de

biomassa fresca.

2.10 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, no qual cada plote representa
um recipiente contendo uma planta. Os dados foram expressos como média de quatro a
sete experimentos independentes + erro padrdo da média. A andlise de variancia
(ANOVA) foi realizada para testar a significancia das diferencas observadas usando o
pacote de software GraphPad Prism® (versdo 6.0 GraphPad Software Inc., EUA). As
diferengas entre os parametros foram avaliadas pelo teste de comparacdo mdultipla de

Dunnett e os valores de p < 0,05 considerados estatisticamente significativos.

3 RESULTADOS

3.1 Analise da sequéncia da PPDK

A sequéncia de aminoécidos da PPDK de Digitaria sanguinalis foi obtida no Uniprot
(Uniprot id: HBWFY2), contendo 844 residuos e, de acordo com o servidor Protparam®,

possui peso molecular de 91,947 kDa e ponto isoelétrico (pl) teérico de 4,90.

3.2 Modelagem molecular e validacéo da estrutura da PPDK

A analise da sequéncia de aminoacidos pelo Blastp forneceu dois moldes estruturais. Para
a cadeia polipeptidica foi utilizada a PPDK de Zea mays (PDB 1D: 1VBG)® com 91% de
identidade. As coordenadas do produto fosfoenolpiruvato (PEP) e do cofator Mg?* foram
obtidas na estrutura de uma segunda PPDK de Zea mays (PDB ID: 1VBH)3 com 88% de
identidade. A partir destes dois moldes estruturais, foi gerado o modelo tridimensional
(Fig. 2) de PPDK de Digitaria sanguinalis, o qual pode ser utilizado, apds a minimizagdo

e validacgéo, para os estudos de triagem virtual.
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O modelo gerado apresentou 3 residuos em posic¢des ndo favoraveis no grafico de
Ramachandran, os quais ndo comprometeram a qualidade do modelo, pois nenhum destes
residuos estavam em contado direto com o ligante ou cofator. A estrutura final modelada
apresentou 99,6% dos seus residuos em regiGes permitidas, apresentando excelente
qualidade estereoquimica.

A viabilidade de utilizacdo da PPDK de Digitaria sanguinalis em estudos de
triagem virtual, bem como a validacdo do protocolo de docking foi realizada pelo método
de redocking (Fig. 3), utilizando o programa AutoDock e Molegro, os quais forneceram
um RMSD de 0,68 A (média de sete simulagdes) e 0,57 A, respectivamente. Uma vez que
os resultados foram reprodutiveis, a estrutura da PPDK e o protocolo de ancoragem foram

validados e puderam ser aplicados nas simulac¢des de triagem virtual.

3.3 Triagem virtual

Para a triagem virtual, foi utilizada a biblioteca da Sigma-Aldrich® do banco de dados
Zinc Data Base. A biblioteca continha 71.569 moléculas com disponibilidade comercial.
Os candidatos foram subdivididos em pastas com aproximadamente 2.000 compostos
cada, mais a estrutura do PEP (exdgeno). O protocolo final do AutoDock validado no
redocking foi entdo aplicado na triagem virtual das bibliotecas criadas. Na primeira
triagem foram selecionadas as 126 moléculas melhores ranqueadas que o PEP. Destas
moléculas, foram selecionados os 40 compostos melhores ranqueados que apresentaram
reprodutibilidade em trés novas triagens e, em todas as repeticdes, duas moléculas,
ZINC388362 e ZINC391120, ficaram bem ranqueadas, com um valor médio de AGiigagio
de -7,70 Kcal.mol? e -7,69 Kcal.mol?, respectivamente. Esses valores foram menores
que o obtido com o PEP, que foi de -7,19 Kcal.mol™,

Com o intuito de confirmar a reprodutibilidade dos compostos selecionados,
também foi realizada a triagem virtual dos 126 compostos melhores ranqueados no
AutoDock no outro protocolo validado no programa Molegro e, esses dois compostos

foram os unicos que ficaram bem ranqueados nos dois protocolos.

16



3.4 Efeitos de diferentes concentracdes de acido bromoacético sobre a atividade in

vitro da PPDK em folhas de Zea mays

A figura 4 mostra os efeitos de diferentes concentragdes de &cido bromoacético sobre a
atividade da PPDK de folhas de milho. Para determinacédo dos efeitos in vitro do acido
bromoacético foi utilizado um extrato rico em PPDK obtido a partir das folhas de plantas
de milho com 28 dias de desenvolvimento. A atividade enzimatica foi monitorada
cromatograficamente através da producdo de AMP do meio de reacdo (Fig. 4). Todas as
concentracdes de acido bromoacético utilizadas causaram reducdes significativas na
atividade da PPDK. Na maxima concentracao de acido bromoaceético utilizada a producéo

de AMP diminuiu em 74%, quando comparado com o controle.

3.5 Efeitos do &cido bromoacético sobre o contetido enddgeno de piruvato em folhas

de milho

A figura 5 mostra o contetdo enddgeno de piruvato em folhas de milho 24 h e 48 h ap6s
a aspersdo foliar de acido bromoacético. Para ambos os tempos, ndo foram observadas
alteracdes dos teores foliares de piruvato com concentracdes de até 2,5 mM do acido
bromoacético. Contudo, houve expressivo aumento dos teores de piruvato nas folhas das
plantas tratadas com 5,0 e 10 mM de &cido bromoacético. No tempo 24 h, o incremento
nos teores de piruvato foliares alcangaram 69% e 156% nos tratamentos com 5,0 e
10 mM, respectivamente. No tempo 48 h, os conteidos de piruvato aumentaram em 63%

e 121% apos aplicacdo de 5,0 e 10 mM de acido bromoacético.

3.6 Efeitos do acido bromoacético sobre as trocas gasosas

Os efeitos do acido bromoacético sobre as trocas gasosas de plantas de milho sdo
mostrados na figura 6. Quando comparado com o controle, ndo foram observadas
alteracdes na A de plantas de milho 24 h e 48 h apos a aspersao foliar com 0,5, 1,0 e 2,5
mM de acido bromoacético (Fig. 6A). Entretanto, a A foi reduzida em 83% ap6s 24 h da
aplicacdo de 10,0 mM de &cido bromoacético. Além disso, as plantas que foram
aspergidas com 5,0 e 10,0 mM de acido bromoaceético apresentaram redugdes de 30% e
88% na A ap0s 48 h, respectivamente.
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A figura 6B mostra os efeitos do acido bromoacético sobre a Gs de plantas de
milho. Nas concentracbes de 0,5, 1,0, 2,5 e 50 mM, as plantas apresentaram,
inicialmente, um aumento na Gs, porém, ndo foram significativos. Por sua vez, a
concentracdo de 10,0 mM causou reducéo acentuada da Gs, chegando a 78% e 85% de
inibicdo apos 24 h e 48 h, respectivamente, da aplicacdo da maior concentracao utilizada.

A E das plantas de milho apresentou 0 mesmo padréo de inibicdo da A em resposta
ao tratamento com &cido bromoacético (Fig. 6C). Nas plantas avaliadas 24 h apds a
aplicacdo do composto, ndo ocorreram mudancas significativas na E em nenhuma das
concentragdes testadas, exceto por uma reducéo de 57% observada na concentracdo de
10 mM. Adicionalmente, 48 h ap0s o tratamento, a E foi significativamente reduzida em
25% e 68%, respectivamente, apds tratamento com 5,0 mM e 10,0 mM.

Os efeitos do acido bromoacético sobre a Cj sdo mostrados na figura 6D. O &cido
bromoacético, nas concentracbes de 0,5, 1,0, 2,5 e 50 mM, ndo influenciou
significativamente a C; de plantas de milho em ambos os tempos analisados, 24 h e 48 h.
Entretanto, incrementos de 58% e 87% na C; foram observados 24 h e 48 h,

respectivamente, apds a aplicacdo de 10 mM de acido bromoacético.

3.7 Impactos do acido bromoacético sobre o desenvolvimento de plantas de milho

Os efeitos da aspersdo foliar de acido bromoacético (0 — 10 mM) sobre os aspectos
morfoldgicos de folhas de milho é mostrado pela figura 7. E possivel verificar que, quanto
mais aumentamos a dose de acido bromoacético, mais visiveis sdo os danos causados,
sendo que, o principal sintoma é representado pela desidratacdo das folhas.

Os efeitos da aspersdo foliar de &cido bromoacético (0 — 10 mM) sobre a biomassa
fresca de folhas de milho é mostrado pela figura 8. Quando comparado com o controle,
0s tratamentos com as concentragdes de 0,5, 1,0, 25 e 50 mM nédo alteraram
significativamente a biomassa fresca das plantas de milho. Entretanto, o tratamento
realizado com 10,0 mM de &cido bromoacético reduziu em 52% a biomassa fresca das

plantas.
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4 DISCUSSAO

E sabido que sequéncias de proteinas com identidade maior do que 25% possuem
similaridade de estruturas tridimensionais®’*8. O molde 1VBH representa a unidade
bioldgica da enzima PPDK, possuindo a cadeia polipeptidica, o ligante e o cofator.
Entretanto, por falta de densidade eletrdnica da regido, os residuos 280 a 288 e 451 a 458
estavam faltando. O molde 1VVBG foi utilizado para a modelagem destas regides. A PPDK
possui duas conformacdes distintas do sitio ativo. Na forma Apo, o sitio estd em uma
conformacdo aberta, enquanto que na presenca do ligante, possui conformacdo fechada
(ativa). A utilizacdo do molde 1VBH permitiu que a PPDK fosse modelada na forma
fechada, na presenca do cofator Mg?* e do produto PEP.

Sendo assim, a proteina foi modelada como um mondmero, sua mais provavel
unidade bioldgica, para que, dessa forma, fossem impostas restricdes que diminuissem as
possiveis interferéncias ao objetivo principal deste trabalho, que foi a modelagem da
proteina para estudos de varredura virtual. Depois de modelada e minimizada, a proteina
foi utilizada nos estudos de ancoragem.

Ap0s os estudos de ancoragem, dois ligantes foram selecionados: ZINC388362 e
ZINC391120. Os ligantes ZINC388362 e ZINC391120 possuem pesos moleculares de
146,125 e 172,092 g/mol e logP de 1,58 e -2,25, respectivamente. O programa Autodock
ranqueou estes dois compostos com um AGiigagso menor do que o PEP. Essas
caracteristicas fazem destes dois ligantes candidatos em potencial para a inibicao
especifica da PPDK.

Na segunda parte deste trabalho foram avaliados os efeitos do acido bromoacético
sobre plantas de milho. Os dados indicam que o acido bromoacético afeta negativamente
0 metabolismo e o crescimento do milho através da inibicdo da enzima PPDK e,
consequentemente, dos processos fotossintéticos, dos quais a planta é extremamente
dependente. A PPDK catalisa uma etapa importante da via do metabolismo fotossintético
Cs. A enzima se encontra nas células do mesdfilo das folhas que apresentam esse tipo de
metabolismo e é responsavel pela conversao de piruvato em PEP, o qual, é o substrato da
préxima enzima da via, a fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC)%. Por conseguinte, a
PEPC incorpora uma molécula de CO2 no PEP, convertendo-o em oxaloacetato. Por sua
vez, 0 oxaloacetato é transportado para as células da bainha do feixe na forma de malato
ou aspartato. No milho, o CO: ¢ liberado dentro dos cloroplastos das células da bainha do
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feixe, nas quais 0 malato é descarboxilado liberando 0 CO: e criando um microambiente
de alta concentragdo de CO, para ser assimilado pela RuBisCO*. O Piruvato &, entdo,
regenerado e transportado de volta as células do mesdfilo para iniciar novamente o ciclo®.
Sendo assim, qualquer interferéncia na atividade normal da PPDK pode afetar
negativamente os processos fotossintético em plantas com metabolismo do tipo Ca.

A principal evidéncia de que o &cido bromoacético exerce efeitos deletérios sobre
plantas de milho através da inibicdo da PPDK ¢é o teste de atividade enzimatica in vitro.
Na figura 4 é possivel visualizar que a atividade da PPDK foi reduzida de modo dose-
dependente na presenca de concentragdes crescentes de acido bromoacético. Além disso,
0 acumulo de piruvato endégeno nas folhas do milho (Fig. 5), principalmente nas doses
mais altas do composto, € um indicativo muito forte de que os efeitos deletérios
apresentados nos experimentos in vivo sdo também decorrentes da inibicdo da PPDK,
uma vez que o substrato dessa enzima é o proprio piruvato. De maneira semelhante ao
nosso trabalho, Motti et al. 20074° avaliaram os efeitos de um composto isolado de um
extrato fangico, o unguinol, sobre a atividade in vitro da enzima PPDK e sobre o
crescimento de Digitaria ciliaris, espécie modelo de planta com metabolismo
fotossintético C4. A andlise cinética revelou que o unguinol se apresentou como um
inibidor ndo competitivo misto de PPDK, em relacao aos substratos piruvato e ATP, e um
inibidor incompetitivo em relacdo ao fosfato. Além disso, o unguinol causou efeitos
deletérios no crescimento da planta modelo. Em outro estudo, Haines et al. 2005*,
identificaram 83 extratos de organismos marinhos que inibiram seletivamente a PPDK.
Ainda, esses extratos, também foram avaliados quanto a sua capacidade de exibir efeitos
deletérios sobre as plantas Cs4 capim-colchdo (Digitaria ciliaris) e capim-arroz
(Echinochloa crus-galli). Avaliacdes com eletrodo de oxigénio revelaram que mais da
metade desses extratos inibiram o metabolismo C4 em fatias de folhas e dezessete extratos
apresentaram efeitos deletérios sobre plantas Ca, in vivo, dentro de 24 horas.

Para corroborar que os efeitos negativos do acido bromoacético sobre o milho séo
provenientes da inibi¢cdo da PPDK, com consequente reducdo do processo fotossintético
global, foram realizadas determinacdes de trocas gasosas com auxilio de um analisador
de gas por infravermelho (IRGA). Conforme observado, o acido bromoacético reduziu
marcadamente a A, a Gs e a E, embora tenha aumentado a C; (Fig. 6).

A A das plantas de milho foi reduzida significativamente principalmente nas doses
mais altas de acido bromoaceético utilizadas (Fig. 6A). Em alguns casos, a reducéo da A
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pode estar associada a0 comprometimento das reacdes de assimilacdo do carbono®. Nas
plantas com metabolismo Cs, a PPDK é responsavel por catalisar a reagdo que produz
PEP, o substrato ao qual o CO, atmosférico € incorporado por acdo da PEPC. Sendo
assim, a reducdo na atividade da PPDK pelo &cido bromoacético pode limitar a
disponibilidade de PEP e, consequentemente, de CO, que pode ser assimilado pela
RuBisCO nas celulas da bainha do feixe, causando, por conseguinte, a diminuicdo de A
das plantas de milho.

Além disso, embora a reducdo da Gs frequentemente possa influenciar
negativamente a A, este ndo parece ser caso para as plantas de milho expostas ao acido
bromoacético. Em casos em que a limitacdo estomatica é responsavel por afetar a
fotossintese, a reducdo de Gs geralmente é acompanhada por uma diminuicdo de Ci*?, o
que ndo foi observado nas plantas de milho expostas ao acido bromoacético. Alias, houve
incremento acentuado da Ci mesmo com reducdes acentuadas da Gs, revelando o
expressivo poder inibitério do acido bromoacético sobre as reacdes de assimilacdo do
carbono nas plantas de milho.

A G; reduzida esta também relacionada com uma baixa taxa de transpiracdo (E)*.
De fato, o fechamento estomatico pode ser uma resposta da planta para reduzir a E em
situacdes de déficit hidrico**. O equilibrio de 4gua das plantas e das células é determinado
pela perda de agua através da transpiracdo para a atmosfera e da absorcdo de agua do
solo®. Além disso, deficiéncia de agua em plantas forrageiras intervém na morfologia e
fisiologia, causando uma diminuicio da sua sobrevivéncia*®. A baixa disponibilidade de
agua causa desidratacdo, reduzindo o crescimento, pois reduz a fotossintese e a taxa de
expansdo da folha. Estes fatores fisiologicos também interferem nos pardmetros
anatdmicos, uma vez que as plantas estressadas desenvolvem mecanismos de adaptacédo
a falta de agua, como fechamento de estdmatos, espessamento de cuticula, ajuste da
parede celular, producdo de folhas mais pequenas, reducdo da area foliar e aumento da
densidade radicular®’. Contudo, no presente estudo, é possivel que o acido bromoacético
tenha afetado a absorcéo de agua pelas plantas de milho através da inducao do fechamento
estomatico, hipdtese que é reforgada pela observada reducdo da biomassa fresca das
plantas (Fig. 8) e pelo principal sintoma morfologico visualizado, a desidratacao (Fig. 7).
Estado de hidratagdo, concentracdo de ions K* e teor de acido abscisico sdo fatores que
conhecidamente regulam o fechamento dos estdmatos*. Entretanto, como n&o existem

evidéncias de que o acido bromoacético possa influenciar diretamente o funcionamento
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dos estdmatos, € plausivel supor que este composto afete, indiretamente, o estado hidrico

das plantas.

5 CONCLUSAO

Este trabalho apresenta a modelagem, estudos de docagem e dinamica molecular para
enzima PPDK de Digitaria sanguinalis. A analise da estrutura modelada demonstrou uma
boa qualidade do modelo proposto e a sua validacdo para utilizagdo nas simulacgdes de
docagem molecular. Em adicéo, os compostos ZINC388362 e ZINC391120, obtidos na
varredura em larga escala, mostraram-se bons candidatos a inibidores da PPDK.

Nossos dados também permitem afirmar que o acido bromoacético exerce efeito
herbicida sobre uma planta de metabolismo fotossintético Cs, 0 milho, sendo o seu mais
provavel mecanismo de aco a inibicdo da enzima PPDK. Favorecem esta hipdtese o
significativo acimulo de piruvato nas folhas e a marcante reducédo da A.

Embora a alta toxicidade do &cido bromoacético o impeca de ser futuramente
utilizado como herbicida comercial, a sua utilizacdo no presente estudo mostra de modo
contundente que inibidores da PPDK podem atuar como herbicidas para plantas daninhas
com metabolismo fotossintético C4. Em outras palavras, isto significa dizer que o presente

estudo revela a PPDK como um novo alvo de acdo para herbicidas.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Estrutura molecular do acido bromoacético.

Figura 2. Representacdo em fita da estrutura monomeérica da PPDK ligada ao cofator

Mg?* (verde) e ao produto fosfoenolpiruvato (PEP).

Figura 3. Redocking do PEP pelo programa Autodock. Estrutura de referéncia modelada

sobrepostas pelas poses encontradas por redocking.

Figura 4. Efeito inibitério do acido bromoacético sobre a atividade in vitro da PPDK de
folhas de plantas de milho com 28 dias de desenvolvimento. A atividade da enzima esta
apresentada como fungdes do consumo de ATP e producdo de AMP. Médias (n = 4-7 +
EPM) seguidas por asterisco (*) sao estatisticamente diferentes do controle de acordo

com o teste de Dunnet (p <0,05).

Figura 5. Efeitos do acido bromoacético sobre o conteldo endégeno de piruvato em
folhas de plantas de milho. Médias (n = 4-7 + EPM) seguidas por asterisco (*) séo

estatisticamente diferentes do controle de acordo com o teste de Dunnet (p < 0,05).

Figura 6. Efeitos do &cido bromoacético sobre as trocas gasosas de plantas de milho. (A)
Taxa fotossintética — A, (B) condutancia estomatica — Gs, (C) transpiracdo — E e (D)
concentragéo intercelular de CO2 — Ci. Médias (n = 4-7 + EPM) seguidas por asterisco

(*) sdo estatisticamente diferentes do controle de acordo com o teste de Dunnet (p <0,05).

Figura 7. Efeitos da aspersao foliar de acido bromoacético (0 — 10 mM) sobre os aspectos

morfoldgicos de folhas de milho.
Figura 8. Efeitos do acido bromoacético sobre a biomassa fresca de plantas de milho.

Médias (n = 4-7 + EPM) seguidas por asterisco (*) sdo estatisticamente diferentes do

controle de acordo com o teste de Dunnet (p < 0,05).
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7
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Figura 8
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