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RESUMO

A doenca da Vassoura-de-Bruxa, causada pelo fungo basidiomiceto hemibiotrofico
Moniliophthora perniciosa, reduziu drasticamente a producdo de cacau no Brasil. O
M. perniciosa coloniza os tecidos meristematicos diminuindo a produtividade, bem
como o tempo de vida da planta hospedeira. Esforcos tém sido despendidos para
elucidacédo de alvos moleculares, como a beta(1,3)-D-glicano sintase, que € uma
glicosiltransferase fundamental para a construcdo da parede celular e catalisa a
formacdo dos compostos estruturais beta(1,3)-glicanos. Métodos de bioinformética
sdo capazes de determinar a estrutura das proteinas sem a realizacado de etapas
experimentais, considerando as dificuldades relacionadas aos métodos
experimentais para determinacdo da estrutura de alvos moleculares. Portanto, o
objetivo deste estudo foi determinar o modelo tridimensional da enzima sintase do
beta(1,3)-D-glicano de M. perniciosa pela modelagem por homologia e estudar a
inibicdo do crescimento micelial do fungo por compostos organicos e extratos
vegetais com uso potencial em plantacdes de cacau. Para construir os modelos,
foram executadas duas metodologias: através da modelagem comparativa por
satisfacdo de restricbes espaciais no MODELLER e por meio da metodologia de
montagem de corpos rigidos no software SWISS-MODEL. Foi obtido modelo com
estrutura razoavel para a enzima beta(1,3)-D-glucano sintase (BegS1), este modelo
apresentou concordancia com a estrutural geral da familia de enzimas GT-2. Nos
estudos de inibicdo do crescimento fungico, a CIM foi considerada aquela onde
existiu inibicdo de 100% do crescimento micelial. Extratos obtidos a partir de Lippia
alnifolia e a substancia HQN revelaram resultados promissores com menores valores
de CIM para o fungo M. perniciosa.

Palavras-chave : Doenca da Vassoura-de-Bruxa, Moniliophthora perniciosa,
modelagem por homologia, beta(1,3)-D-glicano sintase, glicosiltransferases; inibicao
do crescimento fangico.
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ABSTRACT

The Witches’ Broom Disease, caused by the hemibiotrophic basidiomycete fungus
Moniliophthora perniciosa, drastically reduced the production of cocoa in Brazil. M.
perniciosa colonize meristematic tissues decreasing the productivity and the lifetime
of the host plant. Efforts have been expended to elucidate the molecular targets,
such as beta(1,3)-D-glucan synthase, a glycosyltransferase that is essential for the
cell wall construction, this enzyme catalyzes the formation of 1,3-B-D-glycans
structural compounds. Bioinformatics methods are able to determine the structure of
proteins without performing experimental steps, considering the barriers related to
experimental methods for structure determination of molecular targets. Therefore, the
objective of this study was determine the three-dimensional model of the enzyme
beta(1,3)-D-glucan synthase of M. perniciosa by homology modeling and study the
micelial growth inhibiting of the fungus by organics compounds and vegetal extracts
with potential use in cocoa plantation. To build the models, was implemented both
procedures: a comparative modeling by satisfaction of spatial restraints in
MODELLER and a modeling by assembly of rigid bodies in the SWISS-MODEL
software. Was obtained reasonable for beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme
(BegS1), agree well with general structure from GT-2 enzyme family. In studies of
fungal inhibiting growth, the MIC was considered one which there was 100%
inhibition of mycelial growth. Extracts derived from Lippia alnifolia and the substance
HQN showed promising results with MIC lowest values for M. perniciosa fungus.

Palavras-chave: Witches’ Broom Disease, Moniliophora perniciosa, homology
modeling, beta(1,3)-D-glucan synthase, glycosyltransferase; fungal growth inhibition.
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INTRODUCAO

O Cacao (Theobroma cacao L.) cresce principalmente nas regifes tropicais e
€ a terceira cultura agricola mais importante do mundo, sendo superada apenas pela
cultura dos chas e do café. A planta € uma espécie nativa das florestas tropicais
amidas, como as regides do leste dos Andes e América do Sul. Esta cultura € o
sustentaculo econbmico de paises como a Republica dos Camardes, Costa do
Marfim e Gana (NAIR, 2010).

O cacau é cultivado principalmente para oferecer licor de cacau, manteiga e
po para a industria de chocolate, ndo apenas por suas propriedades de sabor, mas
também por conta dos beneficios para a saude. O cacau é um produto importante,
sendo que 20 milhdes de pessoas dependem diretamente do cacau para a sua
subsisténcia e cerca de 90% da producédo - principalmente da Costa do Marfim,
Gana e Indonésia - sdo exportados na forma de grdos ou de produtos semi-
manufaturados de cacau para a Europa e os EUA (KRIS-ETHERTON; KEEN, 2002).

A Doenca da Vassoura de Bruxa, causada pelo fungo basidiomiceto biotréfico
Moniliophthora perniciosa, € uma das doengas mais importantes do cacau no
hemisfério ocidental e causou reducdes drasticas no rendimento das culturas em
diferentes regides produtoras do Brasil e outros paises no continente americano. No
inicio da década de oitenta, a producdo anual de cacau na Bahia era de cerca de
400.000 toneladas, apods a infeccdo pelo fungo, a producdo regional caiu para
120.000 toneladas (CEITA et al., 2007).

Antes do advento da Doenca da Vassoura de Bruxa, o Brasil tinha uma
grande producgédo de cacau, principalmente na Bahia, primeiro estado produtor. Apos
a chegada da vassoura de bruxa, o Brasil mudou sua condicdo de pais exportador
para a condicdo de importador, resultando em complexos problemas para as regides
de producdo, em termos sociais, econémicos e ecoldgicos. A Doenca da Vassoura
de Bruxa do cacau atinge todas as regides cacaueiras da América do Sul
(MEINHARDT et al. 2008).

Acredita-se que o fungo Moniliophthora perniciosa pode ter se originado e
evoluido em plantas hospedeiras na bacia alta do Rio Amazonas, no lado oriental
dos Andes (PURDY; SCHMIDT, 1996). A infeccdo pelo Moniliophthora perniciosa

durante a ocorréncia da Doenca da Vassoura de Bruxa inicia-se com a producao de
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basidiésporos oriundos do basidioma, que sao caracteristicamente rosas e
pequenos, estes, sdo formados em tecidos de plantas previamente infectadas,
incluindo a casca e o tecido vegetativo infectado (MEINHARDT et al, 2008).

Os basidiésporos tém a capacidade de infectar todos os tecidos
meristematicos do cacaueiro inclusive brotos, flores e frutos jovens em
desenvolvimento, principalmente em periodos noturnos sob alta umidade (FRIAS;
PURDY; SCHMIDT, 1991; EVANS, 1980).

O fungo M. perniciosa coloniza os tecidos meristematicos reduzindo a
produtividade, bem como o tempo de vida da planta hospedeira. Este micro-
organismo apresenta duas fases bem caracteristicas: fase biotréfica (vassoura-
verde, com miceélio monocaridticos intercelulares) e fase saprofitica ou necrotréfica
(vassoura seca, com micélios dicarioticos intracelulares) (RUBINI et al, 2005),

conforme visualizado na Figura 1.

BIOTROFICA ' KROTROFICA

Figure 1: Fases biotrofica e necrotrofica bb perniciosa.
Fonte: SCARPARI, 2005

No ciclo infeccioso da doenca, a densidade do micélio fungico presente no
hospedeiro é muito baixa (ORCHARD; HARDWICK, 1988; PENMAN et al, 2000.)
principalmente quando o fungo se encontra em fase de crescimento biotrofico
(EVANS, 1980). Durante a fase biotrofica as células do micélio sdo geralmente

uninucleadas, mas eventualmente podem existir células com mais de um nucleo
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(GRIFFITH; HEDGER, 1994). Durante a fase biotrofica, ocorrem o0s seguintes
sintomas: hipertrofia e hiperplasia dos tecidos distais ao local da infec¢cao (HOLIDAY,
1980). Perda da dominancia apical, superbrotamento de ramos auxiliares, e a
formacdo anormal de uma estrutura de vassoura, chamada vassoura verde
(MEINHARDT et al, 2008).

Durante a fase biotrofica, o tecido infectado parece estar sob estresse
oxidativo intenso, indicado pelo aumento na peroxidacéo lipidica (SCARPARI et al.
2005) e pela eventual producéo de espécies reativas de oxigénio (GRATAO et al,
2005) como peroxido de hidrogénio, que é produzido na degradacdo enzimética de
cristais de oxalato de célcio encontrados em plantas de cacau infectadas (CEITA et
al. 2007).

Um a dois meses apos a infeccao existe o desenvolvimento de alteracdes, com
necrose e morte de tecidos distais ao tecido envolvido na infecc¢éo inicial, formando a
estrutura chamada de vassoura seca, o fungo muda para a fase saprofitica ou
também chamada necrofitica, com a propagacdo de micélios dicaridticos
intracelulares (EVANS, 1980; LAWRENCE et al, 1991). Na fase inicial do
desenvolvimento da vassoura seca, a densidade do fungo no interior do tecido
vegetal € muito baixa, mostrando um aumento importante somente apés a morte da
vassoura (PENMAN et al, 2000). O momento exato da transicao
biotrofica/saprofitica, os mecanismos de sinalizacdo e os fatores envolvidos nas
alteracbes de desenvolvimento de ambos (plantas e fungo), permanecem
desconhecidos, supde-se que carboidratos especificos tém um papel-chave na
transicdo entre a transicdao de fases (ROCHA; WHEELER, 1985; ORCHARD;
HARDWICK, 1988; et al SCARPARI, 2005).

A biologia da interacdo Cacau e M. perniciosa € complexa e os estudos
moleculares comegaram recentemente, sendo nestes estudos observada a
expressdo génica diferencial entre miceélio biotréfico e saprofitico, indicando que o
fungo biotrofico expressa uma série de proteinas relacionadas a patogenicidade
(RINCONES, 2008).

No final do ciclo de vida do fungo o micélio torna-se um basidioma, estes
produzem esporos que sao potencialmente infectantes e capazes de finalizar o ciclo
de vida do micro-organismo (EVANS 1980; LAWRENCE et al, 1991). A producao de

basidiocarpos e a formacdo de esporos podem ocorrer em qualquer tecido
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necrotréfico infectado, apds a alternancia de periodos secos e molhados (Figura 2)
(ALMEIDA; CHIACCHIO; ROCHA, 1997).

Esporo Micelio Biotrofico Micélio Saprofitico Esporo.

S — -
@ lele| o] |.C|}.1.Q.| @

Infeccéo Vassoura-verde Necrose Vassoura-sec Formacao de esporos

Figure 2: Ciclo de vida ddv. perniciosa
Fonte: MEINHARDT, 2008

Tratando-se do controle desta doenca, compostos quimicos foram testados
como fungicidas de contato (t6picos) com o objetivo de prevenir ou erradicar a
Doenca da Vassoura de Bruxa, porém nao foram obtidos bons resultados, pelos
seguintes motivos: rapido crescimento da superficie dos frutos durante os dois ou
trés meses de desenvolvimento do fungo, dificuldades no processo de aplicacao do
fungicida em grande freqiiéncia no alto das arvores (SOBERANIS et al., 2000).

Devido ao grande impacto socio-econémico da Doenca da Vassoura de Bruxa
no Estado da Bahia, foi criado em 2000 um consorcio de instituicbes com o intuito de
sequenciar o genoma do M. perniciosa. Este projeto esta estruturado com sete
laboratoérios na UESC, UEFS, UFBA, CEPLAC, EMBRAPA e UNICAMP, tendo como
objetivo final, a elucidacdo dos alvos moleculares que podem levar ao
desenvolvimento de varias estratégias para controlar a doenca, através do
sequenciamento genético do fungo. Entre os varios alvos moleculares que podem
ser estudados, as estruturas relacionadas ao processo de formacdo dos
componentes da parede de fungos (carboidratos da parede celular, glicano e
quitinas) podem revelar-se cruciais para o éxito do desenvolvimento de drogas
antifingicas (PIROVANI et al, 2005).
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Desde 2001, o projeto genoma da Doenca da Vassoura de Bruxa foi iniciado e
a partir dos resultados obtidos varios artigos relacionados a patogenicidade e aos
mecanismos de desenvolvimento de M. perniciosa foram publicados. A partir destes
estudos foi possivel elucidar parte das vias bioquimicas que caracterizam a
interacdo entre o cacau e M. perniciosa, revelando que alteracdes metabodlicas em
plantas infectadas, incluindo o aumento do teor de malondialdeido e glicerol, a
producdo de etileno e oxalato. O oxalato de calcio € um fator fitopatogénico que
através da liberacdo de ions calcio podem promover a ligacdo deste elemento a
pectina e a outros polimeros, tornando as paredes das células mais acessiveis as
pectinases fungicas (SCARPARI et al. 2005).

Atualmente, os trabalhos publicados tém fornecido o sequenciamento de
grande parte do genoma do M. perniciosa, agora existe o desafio de atribuir,
investigar e modificar as fun¢des das proteinas codificadas por esses genomas. Esta
tarefa é geralmente facilitada por estruturas 3D de proteinas.

Avancos na compreensao dos detalhes estruturais dos principais componentes
da parede celular de M. perniciosa resultaram na identificacdo de varios pontos
potencialmente sensiveis ao ataque. No entanto, sabendo que enzimas especificas
ao longo desta via metabdlica ainda ndo sao totalmente caracterizadas, o
desenvolvimento de estratégias para a desestabilizacdo da parede celular fungica
dependem do conhecimento destes sistemas bioldgicos, dentre estes a
glicosiltransferase beta(1,3)-D-glicano sintase presente em M. perniciosa e outros
fungos (KURTZ, REX, 2001).

Existem quatro principais componentes da parede celular do fungo: beta(1,3)-
D-glicano, beta(1,6)-D-glicano, quitina e proteinas da parede celular. O beta(1,3)-D-
glicano é o mais abundante e o responsavel pela rigidez da parede celular (LIPKE;
OVALLE, 1998).

A integridade das células depende de um envelope externo, a parede celular,
cuja resisténcia mecanica, permite que as ceélulas suportem a pressdo de turgor,
além de Ihes oferecer protecdo contra condicdes ambientais extremas.

O beta(1,3)-D-glicano € um polimero estrutural importante da parede celular de
leveduras e fungos filamentosos, e € sintetizado a partir da UDP-glicose pelo
complexo enzimatico multisubunidade beta(1,3)-D-glicano sintase. Esta enzima que
€ caracteristicamente uma enzima de membrana foi fracionada em duas

subunidades, sendo uma caracterizada como componente solivel no citoplasma e
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componente ligado a membrana (ELEANOR, JAMES, 1980; RUBIO, MI; NAVARRO
RODRIGUEZ-A; PARDO, JM 1994)

Na maioria dos fungos, os compostos que inibem a atividade da enzima
beta(1,3)-D-glicano sintase promovem a morte destes micro-organismos, além disso,
dele¢cBes no genes que estdo relacionados a sintese da enzima beta(1,3)-D-glicano
sintase, também sao letais. Em conjunto, estes e outros resultados indicam que a
sintese do beta(1,3)-D-glicano é essencial para o crescimento de fungos in vitro e in
vivo (THOMPSON, 1999)

De acordo com informagdes relacionadas com a enzima beta(1,3)-D-glicano
sintase e seu papel na formacéo da parede celular, existe grande motivagéo para a
elaboracdo deste trabalho, que tem como objetivo realizar estudos de modelagem
por homologia da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase de Moniliophthora perniciosa,
bem como a obtencéo de sua estrutura 3D da &rea contendo o motivo catalitico.

Nesse contexto, a determinacdo da estrutura tridimensional da enzima
beta(1,3)-D-glicano sintase compde uma etapa bastante relevante para o
entendimento das vias de biossintese da parede celular fungica e para o
desenvolvimento de novos antifingicos.

A determinacdo da estrutura tridimensional de enzimas transmembranicas,
como a beta(1,3)-D-glicano sintase de M. perniciosa por métodos experimentais, tais
como cristalografia de raios-X, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, é
uma tarefa pouco exequivel, tendo em vista os problemas relacionados ao
isolamento e a purificacdo. Consequentemente, a modelagem por homologia torna-
se uma ferramenta essencial para a caracterizagdo estrutural de sequéncias sem
estruturas determinadas experimentalmente (PIEPER et al, 2009).

Na modelagem comparativa uma estrutura aproximada € garantida como
conseqléncia de um modelo tridimensional de uma proteina de interesse (alvo),
construido a partir de uma modelo de estrutura conhecida que compartilham
similaridade de seqiiéncia estatisticamente significativa (GINALSKI, 2005 ).

Compostos quimicos da classe das equinocandinas sao inibidores da
biossintese da parede celular, estes sdo eficazes contra patdgenos como a Candida
albicans e Aspergillus fumigates (CHANDRASEKAR; MANAVATHU, 2002). No
entanto, o mecanismo de inibicdo das equinocandinas permanece néo elucidado
(PARK et al, 2005).
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Diante deste contexto, este trabalho tem como objetivo geral: desenvolver
estratégias para o controle do crescimento do fungo M. perniciosa. Os objetivos
especificos sdo: realizar um levantamento bibliografico das sequencias genémicas,
da acdo catalitica e dos inibidores da beta(1,3)-D-glicano sintase; determinar a
estrutura tridimensional da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase de M. perniciosa
através da modelagem por homologia; avaliar a inibicdo do crescimento micelial de
M. perniciosa por compostos organicos; avaliar a inibicdo do crescimento micelial de

M. perniciosa por extratos de Lippia e Hyptis;
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CAPiTULO 11

SEQUENCIAS GENOMICAS, ACAO CATALITICA E INIBIDORES DA BETA(1,3)-
D-GLICANO SINTASE FUNGICA: UMA REVISAO !

! Artigo sera submetido a Revista Sitientibus — Revista da Universidade Estadual de
Feira de Santana.
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SEQUENCIAS GENOMICAS, ACAO CATALITICA E INIBIDORES DA BETA(1,3)-
D-GLICANO SINTASE FUNGICA: UMA REVISAO

Resumo

A beta(1,3)-D-glicano sintase € uma das enzimas responsaveis pela construcdo de
componentes da parede celular fangica e atua catalisando a transferéncia de
moléculas de acucar (UDP-glicose) para um receptor especifico (o polimero
beta(1,3)-D-glicano). A cadeia polimérica formada predominantemente por beta(1,3)-
D-glicano € um dos principais componentes estruturais da parede celular. Existe um
conjunto de genes homologos (FKS/GSC/CPS) que codificam a subunidade
essencial para atividade catalitica da beta(1,3)-D-glicano sintase em varios fungos,
a ocorréncia de mutacdes ou a auséncia destes genes em células fungicas resultam
em anormalidades nos processos de remodelagem e sintese da parede celular. As
equinocandinas e as papulacandinas sdo compostos inibidores da beta(1,3)-D-
glicano sintase , esta agdo também promove a destruicdo da parede celular. Estas
substancias tém sido usadas na terapia antifiungica, porém, o mecanismo pelo qual
ocorre a inibicdo da enzima ainda n&o foi totalmente elucidado. Diante do atual
processo de resisténcia aos antifungicos, determinar o mecanismo da atividade
enzimatica a estrutura tridimensional da beta(1,3)-D-glicano sintase, sdo passos
importantes no desenvolvimento de novas drogas antifingicas.

Palavras-chave: enzima, beta(1,3)-D-glicano sintase, equinocandinas, antifungico.

Abstract

The beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme is one of the enzymes responsible for
building components from fungal cell wall and acts by catalyzing the transfer of sugar
molecules (UDP-glucose) to a specific receptor (polymer beta(1,3)-D-glucan). The
polymeric chain consisting mainly of beta(1,3)-D-glucan, it is a major structural
constituents of cell wall. In several fungus, there is one set of homologous genes
(FKS/GSC/CPS) that encode the subunit essential to catalytic activity of the
beta(1,3)-D-glucan synthase, the occurrence of mutations or the absence of these
genes in fungal cells, results in abnormality processes of the remodeling and cell wall
biosynthesis. The echinocandins and papulacandinas compounds are inhibitors of
beta(1,3)-D-glucan synthase, this action also promotes the destruction of the cell
wall. These substances have been used on antifungal therapy; however, the
mechanism through which it inhibits the enzyme has not been fully elucidated. In the
current process of fungal resistance, mechanism of enzymatic activities the and the
determination of three dimensional structure from beta(1,3)-D-glucan synthase, are
important steps in the development of new antifungal agents.

Keywords: enzyme, beta(1,3)-D-glucan synthase, echinocandins, antifungal.
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Introducao

A beta(1,3)-D-glicano sintase € uma enzima pertence a familia das
glicosiltransferases, especificamente a familia das hexosiltransferases e possui EC
de numero 2.4.1.34, familia de enzimas que agem catalisando a reacdo de
transferéncia de unidades de monossacarideos para uma molécula aceptora
(polimero beta-glicano). Outros nomes comumente utilizados para denomina-la sao:
uridina difosfatoglucose-1,3-alfa-glucano glicosiltransferase e 1,3-alfa-D-glucano
sintetase (Gonzalez et al, 2001).

Em fungos filamentosos e em leveduras, o polimero beta-glicano é sintetizado
por um complexo multienzimatico na membrana plasmatica que requer UDP-glicose
como substrato, para transferir monémeros de glicose para uma cadeia crescente de

glicano com ligagdes 3 —1,3, conforme descrito na figura 1.

Labeal:-Cice 1,3-beta-D-Glicano
UDPglicose oH () 5 (n+1)
, .
LHIQ«-OHGH H " ou HO” i “OH HO /Or” OH
" {S< UDP *,'>\

i
T P

NH
Ho—p—o—p—oA\_Z/N
e r

OH OH w5 “oH

Figura 1: Sintese de beta(1,3)-D-glicano através da acdo da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase.
Fonte : Adaptado de Georgopapadakou; Tkacz, 1995.

A importanicia do estudo desta enzima se da no motivo de que os substratos
UDP (glicose e (1,3-beta-D-glicano), transformados por ela em (beta(1,3)-D-
glicano),+1 fazem parte do processo de formacdo dos polissacarideos da parede
celular de fungos, formando cadeias com cerca de 60 a 80 unidades de glicose
(Schomburg; Stephan, 1996). Este polimero formado € o polimero de carboidrato
mais abundante da parede celular de fungos filamentosos e o maior responsavel
pela sua rigidez (Lipke; Ovalle, 1998).

A parede celular é essencial para a sobrevivéncia das células fungicas. A falta

de protecdo osmotica decorrente da destruicdo da parede celular promove a lise
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celular devido a presenca da presséo interna de tugor. Assim, substancias que
interferem nas etapas da sintese da parede celular, sdo consideradas agentes
antifingicos potenciais (Cabib et al, 1988).

Estudos iniciais demonstraram que as células fungicas destituidas de parede
celular somente sobrevivem em condi¢Bes de laboratério, onde o suporte osmético
previne a sua lise. Estes achados sugerem a parede celular com um importante alvo
na busca de uma defesa efetiva, justificada por ela ser essencial para os fungos e
por ndo estar presente em mamiferos. Consequentemente, as rotas biossintéticas
das moléculas que a compdem sao alvos importantes para o desenvolvimento de
agentes inibidores do crescimento destes patdgenos (Georgopapadakou; Tkacz,
1995).

A beta(1,3)-D-glicano sintase esta localizada na porcao interior da membrana
celular, tendo sua atividade controlada por uma pequena subunidade derivada de
uma familia de genes de proteinas G chamada Rho que € ativada por GTP (Skipper,
1985).

As caracteristicas da beta(1,3)-D-glicano sintase sdo extremamente variaveis
nas diferentes espécies de fungos bem como em suas fases de desenvolvimento.
Dessa forma, para o entendimento dos processos de morfogénese e crescimento
celular, existe grande importancia no estudo dos mecanismos de sintese destes
polissacarideos, de maneira a planejar farmacos antifungicos especificos (Ruiz-
Herrera, 1991).

A participagdo catalitica da beta(1,3)-D-glicano sintase na formacgé&o do principal
polimero da parede celular e o desenvolvimento de novos antifingicos inibidores
desta enzima (Cabib et al, 1988), justificam a importancia de um levantamento
bibliografico a respeito dos processos de catalise e inibicdo, bem como, o
levantamento dos dados relacionados a sequéncias genéticas da enzima nos
diversos micro-organismos.

A importancia do estudo da beta(1,3)-D-glicano sintase é fundamentada no fato
de que esta enzima é um dos alvos moleculares mais promissores no
desenvolvimento de novos farmacos. Considerando-se ainda que, classes
antifngicas como azoles, triazoles e polienos sdo mais vulneraveis aos processos

de resisténcia (Perlin, 2007).
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Nesse contexto, esta revisdo tem como objetivo reunir as informacdes
relacionadas a enzima beta(l,3)-D-glicano sintase, tais como: sequéncias

gendmicas, acdo catalitica, compostos inibidores.

Sequéncias gendmicas das enzimas beta(1,3)-D-glican o sintases

A maioria das informacdes a respeito das sequéncias gendmicas da enzima
beta(1,3)-D-glicano sintase foram obtidas a partir de estudos realizados em fungos
(Inoue et al, 1996; Qadota et al, 1996). Véarias linhas de evidéncia mostram que o
gene FKS codifica uma subunidade essencial para atividade da fracdo protéica de
membrana da beta(1,3)-D-glicano sintase (Mazur et al, 1995). O gene FKS
responsavel pela acdo catalitica do complexo multi-enzimatico beta(1,3)-D-glicano

sintase foi identificado por diversos autores conforme tabela 1.

Tabela 1. Trabalhos de identificacdo de sequéncias gendmicas de [(-1,3-glucano

sintases.
Micro -organismo/Fonte Nomenclatura Fonte

Saccharomyces cerevisiae FKS1/FKS2 (Douglas et al, 1994)

ETGI

Candida Albicans CaFKS1/CaF (Mio et al, 1997)
KS2 GSC1

GLS2

Schizosaccharomyces pombe Cpsi+ (Ishiguro et al, 1997)

Aspergillus nidulans FKSa (Kelly, 1996)
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Tabela 1. Trabalhos de identificacdo de sequéncias gendmicas de [(-1,3-glucano

sintases.

Micro -organismo/Fonte

Nomenclatura

Fonte

Coccidioides posadassi FKS1 (Kellner et al, 2005)
Neurospora crassa FKS1 (Himoler-O’rourke; Renault; Mo;
Selitrennikoff, 2003)
Fusarium solani FSFKS1 (Ha; Covert; Momany, 2006).
Paracoccidioides brasiliensis PBFKS1 (Pereira, 2000)
Cryptococcus neoformans FKS1 (Thompson, 1999)
Yarrowia lipolytica YIFKS1 (Leon; Sentandreu; Zueco, 2002)
Moniliophora perniciosa Contig (Hora, 2006)
01/contig 06
Candida glabrata Fkslp/Fks2p (Guillermo et al, 2009)
Paracoccidioides brasiliensis PbFKS1 (Pereira et al, 2000)
Cryptococcus neoformans FKS1 (Thompson et al, 1999)

O gene que codifica a possivel subunidade catalitica de beta(1,3)-D-glicano
sintase (FKS) foi identificado, utilizando-se distintas abordagens em diversos fungos,
com alta similaridade entre as varias sequéncias, o0 que sugere que o0s genes fks/gsc
sdo bem conservados tanto em fungos filamentosos quanto em leveduriformes (Kelly
et al, 1996). Todas as enzimas fungicas FKS até agora examinadas tém sequéncias
de aminoacidos altamente conservadas (Young-Sil; Covert; Momany, 2006).

A caracterizacdo das sequéncias genéticas da beta(1,3)-D-glicano sintase
revelou a codificagcdo de uma proteina transmembranica relacionada aos processos
de sintese da parede celular, onde, mutac¢des induzidas nessas regides gendmicas,
promoviam alteradas susceptibilidades a acdo de inibidores da classe das
equinocandinas (Douglas, 1994; Faucette et al, 1994). Também em Fusarium solani
mutacdes especificas em FKS1 promoveram resisténcia adquirida a equinocandinas
(Katiyar; Edlind, 2009).

FKS1 foi identificado como um gene cujas mutacfes sao responsaveis pela
alteracdo da sensibilidade a diferentes inibidores da sintese da parede celular, ou

seja, 0 gene alvo equinocandina, que confere resisténcia aos farmacos desta classe
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(Douglas, 1994). A analise de sequéncia genética FKS1 de Saccharomyces
cerevisiae, revelou uma enzima com topologia com dois grandes dominios
hidrofébicos transmembranicos precedida por grandes dominios citoplasmaticos
hidrofilicos (Douglas, 1994). A susceptibilidade do fungo Saccharomyces cerevisiae
aos inibidores da beta(1,3)-D-glicano sintase tem sido utilizada para identificar e
caracterizar 0s genes que participam nos processos de sintese da parede celular
(El-Sherbini; Clemas, 1995).

Segundo Mazur et al (1995), foi observada atividade catalitica residual na
beta(1,3)-D-glicano sintase em Saccharomyces cerevisiae, mesmo apos acao
mutagénica na sequéncia de nucleotideos de FKS1, inferindo a possivel natureza
nao essencial deste gene, a presenca de outro gene homodlogo o FKS2, com a
capacidade de codificar enzima com atividade semelhante pode ser ativado quando
ndo ha expressdo de FKS1. O gene FKS1 tem sua expressdo predominante nas
fases vegetativas de crescimento do fungo e é regulado pelo ciclo celular. Enquanto
que FKS2 é expresso durante a esporulacdo ou em resposta a um sinal ambiental e
nutricional especifico (Kurtz; Rex, 2001). No entanto a delecédo simultanea de FKS1
e FKS2 resulta em um fendtipo letal para a célula, indicando que a beta(1,3)-D-
glicano sintase é essencial para a vida do fungo (Inoue et al, 1995).

Sabe-se também que em Saccharomyces cerevisiae a proteina Rhol-GTPase
€ uma subunidade regulatéria que estimula a atividade do complexo enzimatico
beta(1,3)-D-glicano sintase. Esta proteina é produzida a partir da expressao do gene
RHO1 elucidado em Saccharomyces cerevisiae. Mutacdes no gene RHOL1
promoveram aumento da susceptibilidade dos fungos a equinocandinas, essa
hipersensibilidade favoreceu o descobrimento da funcdo moduladora da expressao
do gene RHOL1 nas fun¢cdes de manutencao da parede celular através do estimulo a
beta(1,3)-D-glicano sintase (Qadota et al, 1996).

Em Shcizosaccharomyces pombe o gene Cpsl+ apresenta homologia a FKS1
e FKS2 de Saccharomyces cerevisiae que codificam a [-1,3-glucano sintase,
mutacdes no referido gene apresentam como resultado modifica¢cdes no processo de
formacao da parede celular (Ishiguro et al, 1997).

FKSa foi clonado a partir de Aspergillus nidulans, este gene apresentou 64% de
identidade e 78% de similaridade a FKS1 de Saccharomyces cerevisiae, mas
nenhum gene homologo adicional foi encontrado no micro-organismo, sendo o

estudo do gene FKSa a principal via para o desenvolvimento de inibidores da
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enzima. Em A. nidulans, o gene FKSa codifica uma proteina denominada (FKSAP)
de 229 kDa, que apresenta alto grau de conservacdo em tamanho e identidade com
as proteinas homologas beta(1,3)-D-glicano sintases em Saccharomyces cerevisiae.
(Kelly, 1996).

Os genes GS1 e GS2 de Candida albicans foram descritos por Mio et al (1997)
apresentado cerca de 72% de identidade com as FKS de Saccharomyces cerevisiae.
Em Yarrowia lipolytica a analise da expressdo do gene YLFKS1l em diferentes
condicbes nédo revelou discrepancias relevantes, no entanto, YLFKS1 é muito
importante para o crescimento celular, apresentando também grande homologia com
as outras proteinas codificadas por FKS1 (Leon; Sentandreu; Zueco, 2002).

A reacdo da formacdo do beta(1,3)-D-glicano requer pelo menos dois
componentes, sendo uma subunidade catalitica e outra regulatéria (Ribas et al,
1991). Existem dois genes altamente similares, FSK1 e FSK2 que supostamente
codificam as duas subunidades cataliticas, estes genes sao diferentemente
expressados dependendo do ciclo de vida e do crescimento celular do micro-
organismo. A simples inativacdo de um dos genes € viavel, no entanto, a disfuncéo
ou inativagdo dos dois genes é letal para a célula (Mazur et al, 1995). A subunidade
catalitica esta localizada na por¢éo interior da membrana celular, enquanto que a
subunidade regulatéria é sollvel e ativa a enzima na por¢ao citoplasmatica da célula
(Cabib et al, 2001).

Atividade catalitica da enzima beta(1,3)-D-glicano  sintase

A sintese da parede celular é rigidamente regulada através de processos que
estdo intimamente associados ao crescimento celular e a morfogénese. Os glicanos
sdo os maiores filamentos que compdem a estrutura da parede celular, perfazendo
mais da metade do peso seco da parede, além disso, os glicanos sao requeridos
para o correto funcionamento da célula, deste modo, a regulacdo da sintese de
glicanos é um passo essencial para a constru¢cdo de uma célula fungica funcional
(Nogami; Ohya, 2009). Na figura 2, € possivel visualizar a distribuicdo e a
importancia estrutura do polimero beta(1,3)-glicano através do uso de marcadores

(anticorpos conjugados a particulas de ouro).



31

Figura 2: Localizagdo do beta(1,3)-D-glicano através da formagdo de um complexo com o
anticorpo conjugado a particulas de ouro Fonte : Nogami; Ohya, 2009.

7

A parede celular fangica ndo é estatica, na verdade, sdo estruturas que
dinamicamente sofrem processos de remodelagem em resposta a varios estimulos
endogenos e exdgenos (MORRIS, 1986). A participacdo da enzima beta(1,3)-D-
glicano sintase é fundamental neste processo.

Considerando FKS1p é a forma predominante durante o crescimento vegetativo
das células, FKS2p regula o ciclo celular, é expressa durante a esporulacao ou em
resposta a sinais ambientais ou nutricionais especificos. A inibicdo de FKS2 néo
afeta o0 crescimento vegetativo normal, mas pode prejudicar a esporulacdo. No
entanto, a perda da atividade FKS1p apresenta consequéncias graves para a célula,
uma vez que, esta deve contar com a atividade residual da proteina para o
crescimento. A cepa duplamente inibida (FKS1p e FKS2p) ndo é viavel, porque
beta(1,3)-glicano ndo pode ser produzido (Kurtz; Rex, 2001).

Estudos iniciais realizados por Cabib e Shematek 1980 revelaram que o
beta(1,3)-glicano é formado a partir UDP-glicose na presenca de GTP. O estimulo do
GTP e a necessidade da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase ligar-se a esta
substancia para viabilizacdo da atividade catalitica € uma caracteristica conservada
nas glicano sintases que se estende a fungos filamentosos e leveduras (Kang;
Cabib, 1986; Szaniszlo et al, 1985).

Ao se realizar analise enzimética das fragbes de membranas celulares
fungicas, foi observado que a atividade da beta(1,3)-D-glicano sintase pode ser
separada por tratamento com detergentes e sais em duas fracbes, sugerindo que
esta enzima consiste de pelo menos duas subunidades: uma subunidade catalitica

ligada a membrana celular e uma subunidade regulatoria ligada ao GTP (Kang;
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Cabib, 1886; Szaniszlo et al, 1985). Contudo, purificacdo e identificacdo das
subunidades enzimaticas se caracterizam por processos muito complexos (Nogami;
Ohya, 2009).

Alguns estudos foram realizados com objetivo de solubilizar e purificar a enzima
beta(1,3)-D-glicano sintase de varios fungos (Awald et al, 1993; Beauvais et al,
1993), mas, poucos obtiveram sucesso. O principal desafio relacionado a este
processo esta relacionado ao fato de que a enzima solubilizada se apresenta muito
instavel sob as condi¢des usuais de purificacdo. Em decorréncia destas dificuldades,
detalhes do mecanismo de acdo da formacdo do beta(1,3)-D-glicano (polimero)
ainda ndo sao totalmente conhecidos. Por exemplo, ndo se conhece como a UDP-
Glicose acopla-se as unidades ja formadas do polimero para enlogamento da
cadeia, como o 1-3-beta glucano é transferido do citosol para fora da membrana
celular ou como sé&o ramificadas cadeias de 1-3-beta glucano a partir de 1-6-beta-
glucano (Inoue et al, 1995).

Com o objetivo de estudar a subunidade catalitica da beta(1,3)-D-glicano
sintase, Inoue et al (1995), conseguiram purificar a fracdo ligada a proteina
plasmatica de Saccharomyces cerevisiae usando um procedimento especial
chamado de aprisionamento de produto. Essa técnica, onde a purificacdo da enzima
é baseada em sua afinidade com o seu proprio produto, foi aplicada na purificacdo
da quitina sintase (Kang et al, 1984). Logo apds, este procedimento foi aplicado na
purificacdo da beta(1,3)-D-glicano sintase de varias espécies, incluindo Neuspora
crassa, Aspergillus nidulas, A. fumigatus, Candida albicans e S. cerevisiae (Awald et
al, 1994; Beauvais et al, 2001; Kelly et al, 1996, Mio et al, 1997).

Em trabalho realizado por Beauvais et al (2001) a enzima foi obtida através da
tecnologia de DNA recombinante, no entanto a sua atividade ndo foi detectada,
somente Tomazett et al (2010), obteve a porgéo catalitica da enzima beta(1,3)-D-
glicano sintase de Paracoccidioides brasiliensis (PbFkslpc) e adicionalmente
realizarem ensaios de atividade.

Varias evidéncias indicam que as proteinas Fkslp e Fks2p codificadas a partir
dos genes FKS1 e FKS2 sdo as subunidades cataliticas da beta(1,3)-D-glicano
sintase, dentre estas evidéncias sabe-se que a atividade das enzimas é reduzida
quando sdo adicionados anticorpos monoclonais especificos (Mazur et al, 1995).
Relata-se também que a destruicdo do gene FKS1 resulta em diminuicdo da

atividade in vitro da beta(1,3)-D-glicano sintase e consequentemente a formacéo do
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beta(1,3)-glicano na célula (Douglas et al, 1994; Inoe et al, 1995). Podem existir
ainda mutacdes direcionadas ao gene FKS1 que diminuem a atividade antifungica
das caspofunginas. No entanto, apesar de todas as evidéncias que relacioanam o
gene FKS com atividade da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase, 0 mecanismo de
inibicdo desta enzima permanece pouco elucidado (Douglas et al, 1997; Kurtz et al,
1996).

Embora ndo haja conhecimento do motif que se liga a UDP-glicose, um dos
dominios citoplasmaticos tem homologia com o0 gene Bcsa de Acetobacter xylinium,
responsavel pela codificacdo da subunidade catalitica da glicosiltransferase celulose
sintase (Kurtz; Rex, 2001). Sabendo-se que, dentre as enzimas que compdem o
grupo das glicosiltransferases existe uma grande homologia, acredita-se que esta
estrutura da celulose sintase seja homologa ao motif UDP-glicose da beta(1,3)-D-
glicano sintase.

A proteina FKS1p (subunidade do complexo beta(1,3)-D-glicano sintase) é o
alvo proposto para acdo das equinocandinas, mutacdes no gene FKS1 podem
alterar a forma ligacéo entre a proteina e o farmaco ou promover outro evento que
comprometa o processo de inibicdo. Contudo, o mecanismo e a nhatureza da
interacdo entre as equinocandinas e o complexo beta(1,3)-D-glicano sintase
permanecem nao elucidados (Edlind; Katiyar, 2004). Embora a atividade da Rho-
GTPase esteja bem estabelecida como uma ativadora do complexo enzimatico
beta(1,3)-D-glicano sintase, os dominio criticos de interacdo entre as subunidades
cataliticas e reguladoras, bem como as bases para ativacdo da Rho-GTPase
continuam desconhecidas (Lesage; Bussey, 2006).

Em Saccharomyces cerevisiae, 0 complexo mecanismo de sintese de
polimeros beta(1,3)-D-glicano ainda ndo é totalmente elucidade, de forma que a
formacao da parerede celular do fungo € um processo complexo e integrado, onde
0s mecanismos de regulacdo sdo expressos em multiplos niveis, dentre os quais
podem ser observados no ciclo celular, na polaridade e crescimento das células, na
adaptacdo as condicbes externas, na integridade da via da proteina quinase. A
enzima Rhol estd no centro de muitas vias de sinalizacdo e atua como um
integrador de sinais (Lesage e Bussey 2006). Além da dificuldade de isolamento e
purificacdo desta enzima.

Em C. albicans as regifes de FKSp entre os amino&cidos 641 e 648 contém a

maioria das mutagBes que influenciam na atividade inibitéria das caspofunginas,
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incluindo o aminoacido serina de namero 645, este ja fora relatado em outros
trabalhos como alterado em processos mutagénicos que levam a diminuicdo da
susceptibilidade as equinocandinas (Park et al, 2005). Esta sequéncia de oito
aminoacidos (641 a 648) faz parte de um dominio de 89 aminoacidos de FKS1p que,
de acordo com os modelos de topologia, estdo dispostos na porcao citoplasmatica
da membrana. Este dominio citoplasmatico tem sido proposto como local de ligacéo
das equinocandinas no complexo enzimatico beta(1,3)-D-glicano sintase (Douglas et
al, 1997; Ma; Dixon, 1999). Segundo Douglas (2001), os residuos identificados na
regido citoplasmatica de FKS1 apresentam-se conservados em diversas espécies de
fungos e leveduras, sugerindo que estes aminoacidos participam de um importante
papel na interacdo com as drogas da classe das equinocandinas.

Em Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus nidulans e S. cerevisiae, a
proteina FKS1p é regulada pela proteina Rho-GTPase, a atividade desta enzima
esta envolvida por um processo de alternancia entre um estado inativo (ligada ao
GDP) e um estado ativo com mudancas conformacionais (ligada ao GTP) (Arellano;
Duran; Perez,1996; Guest; Lin; Momany, 2004).

A estrutura da parede celular da maioria dos fungos é composta por dois
polissacarideos, beta-glicanos e quitina, estes, apresentam-se ligados entre si
através de ligacdes covalentes cruzadas, formando o esqueleto primario da parede
celular, sendo esta estrutura responsavel pela integridade e formato da célula
(Latge, 2007).

A Figura 3 revela um modelo para a estrutura da parede celular de fungos com
base em estudos genéticos e bioguimicos em Saccharomyces cerevisiae e Candida
albicans, exibindo também as proteinas e outros componentes da parede celular
(Lipke e Ovalle, 1998). Conforme sugerido na Figura 3, estes componentes estao
organizados em duas camadas, que podem ser visualizadas por microscopia

eletrGnica (Osumi, 1998).
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Figura 3 : Componentes da parede celular fungica Fonte: Kurtz, 1997.

Estudos bioquimicos revelam em C. albicans outros componentes associados a
membrana celular, incluindo a enzima Pmal, esta apresenta estreita associacao
com o complexo glicano sintase (Schimoler-O'rourke et al., 2003). A enzima Pmal
apresenta atividade na manutencdo do gradiente eletroquimico transmembrana
(Monk; Perlin, 1994) que € importante para atividade da beta(1,3)-D-glicano sintase,
pois, fornece a forgca motriz para a translocacédo do produto para o lado exterior da
membrana, além de favorecer a manutencdo de um ambiente acido nas regides
proximais a membrana celular, onde as cadeias de polissacarideos sdo constituidas
(Perlin, 2007).

Inibidores da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase

Nos ultimos anos, esforco consideravel tem sido despendido na busca por
inibidores potentes do complexo enzimatico beta(1,3)-D-glicano sintase, de forma a
interromper vias biossintéticas especificas relacionadas aos processos fisioldégicos
de sintese da parede celular fungica. No entanto, este trabalho tem sido dificultado
pela falta de informacéo precisa a respeito das enzimas que participam da sintese
de glucanos (Danac et al, 2008).
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A partir da década de 70, foram descorbetos compostos derivados da
fermentacdo de alguns fungos que apresentaram bons resultados de inibicdo da
enzima beta(1,3)-D-glicano sintase, dentre estes os lipopeptideos referidos como
equinocandinas e os glicolipideos, chamados de papulocandinas. (Kurtz; Rex, 2001).

Equinocandinas sao lipopeptideos sinteticamente modificados e inibidores da
beta(1,3)-D-glicano sintase, tendo sido identificados a partir da fermentagédo de
varios fungos, dentre os quais Aspergillus nidulans (Cappelletty; Jung, 2009).

As equinocandinas foram os primeiros compostos do grupo dos lipopetideos
descobertos, que apresentavam atividade inibitéria para a enzima beta(1,3)-D-
glicano sintase, que é a responsavel pela biossintese do maior biopolimero da
parede celular fungica (Kurtz; Douglas, 1997). Estes compostos sdo hexapeptideos
ciclicos ligados a uma cadeia lateral de acidos graxos tendo como principais
representantes: caspofungina, micafungina, anidulafungina (Denning, 2003). No
entanto, a regido catalitica e 0 mecanismo da inibicdo destas drogas ainda né&o
foram descritos (Walker et al, 2010).

As equinocandinas produzem edema e lise celular nas areas de crescimento da
parede, além da ativagdo de genes relacionados a sintese de parede (Reinoso-
Martin et al, 2003). Observagbes microscopicas revelam que as equinocandinas
promovem crescimento andmalo das hifas com ramos curtos, espessos e
ramificacbes desordenadas (Kurtz et al, 1996). Apesar das alteracbes na parede, as
organelas internas permanecem inalteradas, além disso, ndo promovem sinais
evidentes de dano ao conteudo citosélico (Kurtz; Rex, 2001).

As equinocandinas apresentam largo espectro antifingico com atividade contra
0S géneros Candida e Aspergillus, ndo sendo registrada resisténcia cruzada aos
agentes antiflUngicos existentes, portanto eficazes contra fungos filamentosos e
leveduras resistentes aos compostos azoéis (Denning, 2003; Morrison, 2006).

As equinocandinas séo fungicidas contra leveduras, mas, fungistaticas contra
fungos filamentosos. Em fungos filamentosos, as equinocandinas bloqueiam as
extremidades de crescimento das hifas (Bowman et al, 2002; Douglas, 2006). Estes
farmacos sao amplamente utilizados para terapia antifingica contra fungos
filamentosos e leveduras (Morris; Villmann, 2006; Bennett, 2006; Joseph; Jain;
Danziger, 2007). Segundo Denning (2003) os géneros Zigomices, Cryptococcus,

Neoformans e Fusarium apresentam baixa sensibilidade a acdo das equinocandinas.
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Os melhores parametros metodologicos a serem utilizados para os testes de
susceptibilidade in vitro das equinocandinas ainda estdo em debate (ODDS et al,
2004; BARTIZAL; ODDS 2003). Mas, considerando as diferentes metodologias e
resultados de susceptibilidade encontrados nos trabalhos académicos, havia uma
necessidade de padronizacdo e paralelismo entre os dados encontrados. Desta
forma, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), fundamentou em 2008,
através de um procedimento padrdo, os limites de susceptibilidade para
equinocandinas, estabelecendo que, para fungos do género Candida, o limiar de
CIM (Concentracao Inibitéria Minima) é de 2ng/mL para os trés principais farmacos
da classe das equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina) (Clsi,
2008). Organismos com CIM acima de 2ng/mL sao considerados nao suscetiveis as
equinocandinas.

A caspofungina, micafungina e a anidulafungina possuem uma cadeia lateral
hidrofébica que presumidamente interagem com a bicamada lipidica da membrana
celular durante o processo de inibicdo do complexo beta(1,3)-D-glicano sintase

(Denning, 2003), conforme visualizado na Figura 4.
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Figura 4 : Estrutura da micafungina (destaque no quadrado vermelho a cadeia lateral)
Fonte : Denning, 2003.

Informacdes relacionadas aos requerimentos estruturais minimos para
atividade antifangica dos inibidores da beta(1,3)-D-glicano sintase sugerem que
modificacdes grupamento hemiaminal acido, configuram-se como oportunidades

para preparacdo de analogos adicionais (Balkovec; Black, 1992). Estudos de uma
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série de derivados das equinocandinas revelaram que o aumento da lipofilicidade do
grupamento hemiaminal acido promove diminuicdo da atividade inibitéria (Kurtz;
Rex, 2001).

Sabe-se que as caspofunginas apresentam acdo antifungica de amplo
espectro, com acgéo fungicida direcionada a uma variedade de fungos e leveduras,
incluindo espécies dos géneros de Candida e Aspergillus, bem como cepas de
Candida resistentes aos triazoles (Pfaller et al, 2003; Park et al, 2005).

Apesar da atividade antifungica relacionada as caspofunginas, existem relatos
de reduzida susceptibilidade em Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans
atribuidas as alteracdes no gene FKS1, que codifica um componente essencial do
complexo enzimatico da beta(1,3)-D-glicano sintase, que acertadamente € descrito
como sitio de acéo das equinocandinas (Douglas, 1994).

Tratando-se de resisténcia aos inibidores da beta(1,3)-D-glicano sintase, Rocha
et al (2007) afirmam que substituicdes na posicdo 678 do aminoacido prolina da
proteina FKS1p (integrante do complexo beta(1,3)-D-glicano sintase) promovem
resisténcia a equinocandinas em Aspergillus fumigatus e Candida spp, revelando
ainda que esta modificacdo se mantém conservada em fungos patogénicos
resistentes ao tratamento com drogas desta classe.

Foi relatado também, que a resisténcia aos farmacos antifiingicos da classe da
equinocandinas esta associada a mutacdes em duas regides altamente conservadas
do gene FKS1, conhecidas como hot spot 1 e hot spot 2 (Perlin, 2007; Katiyar,
2006). A ocorréncia de polimorfismo em regifes altamente conservadas de hot spot
1 do gene FKS1 de Candida parapsilosis, em detrimento ao baixo polimorfismo nas
outras espécies de Candida, tem sido motivo para reduzida susceptibilidade de C.
parapsilosis a classe das equinoncandinas (Perlin, 2007). Este fato foi comprovado
em pesquisa, onde, novamente foi evidenciado que mudancas em aminoacidos
naturais da regido hot spot 1 do gene FKS1 em néao apenas em C. parapsilosis, mas
também em C. metapsilosis e C. orthopsilosis, diminuem a susceptibilidade destes
micro-organismos a classe das equinocandinas (Garcia-Effron et al, 2008).

Mutacdes em FKS1 resultam em CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) de
valores elevados, pois, reduz a interagcdo da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase com
as equinocandinas em centenas de vezes. O mecanismo bioquimico da diminuicé&o
da interacdo entre o farmaco e o complexo enzimatico ainda ndo é compreendido

(Kartsonis et al, 2005). Com relagédo aos resultados de CIM destes mutantes, foi



39

possivel observar espécies de Candida que apresentaram CIM de 4mg/mL para a
caspofungina (Park, 2005). Valor superior ao limite de 2mg/mL estabelecido pela
CLSI com limiar susceptibilidade. A Tabela 2 relaciona os valores de CIM

encontrados em cada estudo:

Tabela 2. Cepas do Género Candida resistentes a micafungina segundo o CLSI

(Clinical and Laboratory Standards Institute).

Micro -organismo CIM (mg/mL) Fonte
C. albicans 4 (Park et al, 2005)
C. parapsilosis 2.24 (Garcia-Effron et al, 2008)
C. albicans >8 (Perlin, 2007)
C. krusei 8 (Kahn et al, 2007)

Acredita-se que o processo de resisténcia possa ser explicado também pelo
entendimento das vias biossintéticas de producdo dos componentes da parede
celular, a parede celular fungica é uma estrutura dindmica e o impedimento da
sintese de um componente celular desta estrutura pode levar a um aumento
compensatorio da producdo de outro. Por conseguinte, a inibicdo da enzima
beta(1,3)-D-glicano sintase pelas equinocandinas leva a um aumento compensatorio
da sintese de quitina (Walker et al, 2008). Esta ativacdo da sintese de quitina
mediada pela proteina quinase €& capaz de reduzir a susceptibilidade as
caspofunginas em C. albicans e A. fumigatus (Walker et al, 2008). Similarmente
mutagdes que promovem o0 aumento da producao de quitina promovem a diminui¢cao
da susceptibilidade de C. albicans a caspofunginas (Plaine et al, 2008).

Além das equinocandinas, outras abordagens tém sido desenvolvidas no intuito
de inibir a formacao do beta(1,3)-D-glicano. Uma destas, parte do pressuposto que,
derivados de carboidratos (semelhantes ao substrato UDP-glicose), que foram
modificados no grupo hidroxila, incorporados durante o crescimento da cadeia,
poderiam precipitar o processo de encerramento da formacdo da cadeia de
beta(1,3)-D-glicano (Danac et al, 2008), esta € uma estratégia ainda pouco difundida
no desenvolvimento de inibidores do crescimento flngico, tendo em vista que, ainda
nao existe nenhuma classe antifingica no mercado que atue através deste

mecanismo de acdo, no entanto, com base nos estudo de Goody et al (1991) o
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mecanismo de encerramento de cadeia polipeptidica pode ser utilizado no
planejamento de anti-retrovirais, onde a destruicdo do micro-organismo acontece
pela utilizacdo de um substrato modificado (base nitrogenada) que induz ao
encerramento da formacao da cadeia do DNA.

Utilizados como inibidores do crescimento fungico, os finalizadores de cadeia
sdo desta forma, residuos de D-glicose, onde o grupamento 3'-OH é modificado. Se
estes compostos sdo processados pelo complexo enzimatico beta(1,3)-D-glicano
sintase, entédo a transferéncia destas unidades monomeéricas para o término de uma
cadeia de glicano crescente, resultard em um passo de finalizacdo da cadeia, a qual
seria somada unidades subsequentes, este processo promove a formacdo de
polimeros incapazes de exercer funcdes estruturais na parede celular (Danac et al,
2008).

Apesar dos resultados satisfatorios de inibicdo do complexo enzimatico
beta(1,3)-D-glicano sintase in vitro pelos finalizadores de cadeia, estudo realizado
por Danac et al (2008), que fez uso do ensaio sobre a germinacdo de esporos do
fungo Trichophyton rubrum, revelaram atividade antifingica pouco significativa.
Acredita-se que estes resultados sdo explicados através das caracteristicas fisico-
guimicas destes farmacos, tendo em vista que, os finalizadores de cadeia séo
compostos hidrofilicos (residuos de glicose com modificagdes no grupamento 3’-OH)
e ndo atravessam facilmente a barreira celular.

Frequentemente, outros inibidores do complexo enzimatico beta(1,3)-D-glicano
sintase tem sido estudados, recentemente foi descoberto que o acido caféico e os
seus derivados apresentaram acdo antifingica decorrente da inibicdo da enzima
beta(1,3)-D-glicano sintase, esta descoberta pode oportunizar o surgimento

compostos quimicos analogos com potencial antifungico (Ma et al, 2010).

Consideracdes finais

Com base nos estudos realizados a respeito da enzima beta(1,3)-D-glicano
sintase fungica, pode-se concluir que esta se apresenta como um alvo molecular
promissor para o desenvolvimento de farmacos antifingicos. Sabendo-se que, o
produto desta enzima (beta(l,3)-glicano) € um dos principais componentes da
parede celular fungica e que este sistema enzimatico ndo esta presente em células

de mamiferos.
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O sequenciamento da beta(1,3)-D-glicano sintase foi elucidado em diversas
espécies de fungos, mas a estrutura tridimensional desta enzima ainda nao foi
descoberta, atribui-se a este fato as dificuldades no processo de purificacéo
(proteina transmembrana) e cristalizacdo desta enzima. Este tipo de problema é
bastante comum no campo da biologia molecular, onde frequentemente as
sequéncias de aminodacidos (estruturas primarias) sao elucidadas e no entanto,
pouco se conhece a respeito de suas respectivas estruturas.

E possivel compreender também que o processo de sintese da parede celular e
consequentemente a atividade enzimatica da beta(1,3)-D-glicano sintase, se
apresentam relacionados a diversos processos morfofisiologicos em diferentes
espécies fungicas, dessa forma, o entendimento das etapas de regulacao através de
proteinas, tais como a proteina Rho em A. nidulans e S. cerevisiae e a proteina
Pmal em C. albicans, sdo de fundamental importancia para o surgimento e
aperfeicoamento das abordagens de contencdo do crescimento fangico através do
metabolismo de formacao da parede celular.

Diante do crescente processo de resisténcia de algumas espécies de Candida
e Aspergillus as equinocandinas ressalta-se a importancia do estudo de novos
farmacos que apresentem acdo farmacoldgica inibitoria da beta(1,3)-D-glicano
sintase, sendo a determinacdo da sua atividade enzimatica e da estrutura

tridimensional uma contribuicdo relevante para estes estudos.
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HOMOLOGY MODELING STUDIES OF BETA(1,3)-D-GLUCAN SYN THASE OF

MONILIOPHTHORA PERNICIOSA

ABSTRACT

The Witches’ Broom Disease, caused by the hemibiotrophic basidiomycete fungus
Moniliophthora perniciosa, drastically reduced the production of cocoa in Brazil. The
M. perniciosa colonize meristematic tissues decreasing the productivity and the
lifetime of the host plant. Phytosanitation, chemical control, genetic resistance strains
and biological control, still has flaws in disease eradication process. Effort has been
expended in the elucidation of molecular targets, in particular the structural
components of fungal cell wall, like the beta(1,3)-D-glucan synthase. This enzyme is
essential for the wall cellular construction, which catalyzes the beta(1,3)-D-glucans
formation. Protein structure homology modeling approach are able to determine the
structure of proteins without performing experimental steps, considering the barriers
related to experimental methods for structure determination of molecular targets. The
presence of the conserved catalytic residues in members of the same
glycosyltransferase family and overall structural analyze suggests that they catalyze
glycosyl transfer reactions by similar mechanisms. Therefore, the objective of this
study was determine the three-dimensional model of the enzyme beta(1,3)-D-glucan
synthase of M. perniciosa by homology modeling. Two procedures were performed
for build the models: a comparative modeling by satisfaction of spatial restraints in
MODELLER and a modeling by assembly of rigid bodies in the SWISS-MODEL
software. The models were elected based on analysis of the stereochemistry quality
and a quantitative assessment of similarity from the obtained models and to
templates. Was obtained reasonable structural model of beta(1,3)-D-glucan synthase
enzyme (BegS1l), this model agree well with general structure from GT-2 enzyme
family.

Keywords : Witches’ Broom Disease, Moniliophora perniciosa, homology modeling,
beta(1,3)-D-glucan synthase, glycosyltransferase.
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1. Introduction

The culture of Theobroma cacao L. (Cocoa) has great economic importance.
This plant is cultivated for more than two million farmers in over 50 countries.!
Moniliophthora perniciosa; the causal agent of Witches’ Broom Disease (WBD) in
cacao is a hemibiotrophic basidiomycete fungus® The plant pathogenic represents
one of the most devastating diseases of cacao in the Americas®.

Several crops has been abandoned because of the disease, traditional
farmers remain in other areas, but with an incidence of low income.* The WBD shows
distinct stages: a biotrophic and a saprotrophic phase, in the biotrophic phase
happens the production of wider convoluted intercellular hyphae that lack clamp
connections and hypertrophy and hyperplasia of the tissues (green broom). In the
saprotrophic phase happens necrosis and death of infected tissues distal from the
original infection site (dry broom).>®

There are four major strategies in treatment of cacao disease: phytosanitation,
chemical control, genetic resistance and biological control. This four methodologies
still has flaws.” Currently effort has been expended in the elucidation of molecular
targets, in particular the structural components of fungal cell wall. #*° The fungal cell
wall that functions in a number of important processes is a crucial component for the
life of the pathogen. Because it promotes sufficient mechanical strength to withstand
changes in osmotic pressure imposed by the environment.**

The beta(1,3)-D-glucan is a major and most important structural polymer of
yeast and fungal cell walls. The synthesis of this polymer is achieved by the catalytic
action of the beta(1,3)-D-glucan synthase (EC 2.4.1.34). The UDP-glucose acts as a

substrate of reaction of beta(1,3)-D-glucan formation. The beta(1,3)-D-glucan
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synthase is a essential glucosyltransferase of the wall cellular formation.'* The
production of chitins and glucans provides components of cell membranes unique
and essential to fungi. These data sugest that beta(1,3)-D-glucan synthase can be an
effective drug target.’®

Two groups of antifungal interfere with the formation of beta(1,3)-D-glucan: the
papulacandins and the echinocandins, which they carry a non-competitive inhibition
of the beta(1,3)-D-glucan synthase activity,** causing osmotic disruption or lysis of
fungal cells. This inhibitors of synthase provide an alternative to the ergosterol-
directed antimycotic agents,* as well as beta-lactam antibiotics these compounds,
which have specific action directed at the cell wall enzymes from microorganisms.®
The development of new antifungal drugs and detailed understanding the mechanism
of inhibition of beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme depends on the determination of
its structure.

The modern approach to drug discovery focuses on identifying and describing
biochemical targets and subsequently matching those targets with small molecules
that have the properties needed to inactivate them, i.e. structure-based drug
design.'’

The objective of this study was determine the three-dimensional model of the
enzyme beta(1,3)-D-glucan synthase of M. perniciosa by homology modeling.
Comparative modeling can generate a 3D model of a protein (target) from its amino
acid sequence with reliability.’® Successful model building requires at least one
experimentally solved 3D structure that has a significant amino acid sequence
similarity to the target sequence.*

The genetic sequence of beta(1,3)-D-glucan synthase has been elucidated in

several fungi.?®** These sequences are generally referred to FKS gene and encodes



53

the enzyme beta(1,3)-D-glucan synthase.?®> The molecular characterization of FKS
gene in M. perniciosa revealed the presence of, at least, two paralogous FKS genes,
referred as Cpfks-contig06 and Cpfks-contig”. Evidence suggests that Cpfks-
contig06 expression is cell cycle regulated and more abundant during vegetative
growth, while Cpfks-contig®® expression is less frequent and important for efficient
sporulation.?® Likewise the M. perniciosa Cpfks-contig06 sequence is highly
homologous to the FKS protein sequences of several fungi, especially in the
predicted cytoplasmic loop region expected to contain the catalytic site.

Although the structure and mechanisms for a number of glycosyl hydrolases
was described,?” the structure for only a few beta-glycosyltransferases have been
determined until now.?® The active site structure of SpsA may serve as a prototype for
the organization of the UDP-binding site in other family GT-2 inverting synthases,
including beta(1,3)-D-glucan synthase of M. perniciosa. This region is a central cavity
occupied by the conserved aspartic acid residues (D1, D2, D3, D4 motif) that have
been implicated in substrate binding.?®°

Processive glycosyltransferases stay attached to the growing end of a glucan
chain, and there is considerable interest in identifying the amino acid residues and
the structure of the region that is involved in holding the glucan chain.? beta(1,3)-D-
glucan synthase acts through a inverting catalytic reaction (converts a-D-UDP-
glucose in beta(1,3)-D-glucan polymer). This enzyme belongs to the
glycosyltransferase family 2 (GT-2),*! and it is molecular weight and isoelectric point
were respectively 9.55 and 53.58 KDa obtained by ExPASy compute pl/Mw tool.*

The presence of the conserved catalytic residues in members of the same
glycosyltransferase family and hydrophobic cluster analysis suggests that they

catalyze glycosyl transfer reactions by similar mechanisms and in all enzymes of the
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family, there are very similar active-site architecture.”®> Based on the presence of
residues in the conserved motif, aspartic acid residues (D,D,D,D) sequence, probably
present in all the B-glycosyltransferases. Thus, several evidences indicate that the
binding of FKS to UDP-glucose should be universal for the fungal FKS proteins.*®
Structurally, GT-2 glycosyltransferase family are known to share a common fold for a
mixed a/f protein with two domains and featuring a central B-sheet core flanked by a-

helices.?*

2. Computational Methods

2.1 Alignment, template selection and models buildi ng

The M. perniciosa beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme sequence was

obtained in a study conducted by Hora.®® The sequence has deposited in M.

pernicious database Genome Project (http://www.Ige.ibi.unicamp.br/vassoura/). After

obtaining the sequence, a search for models was carried out by PSI-BLAST,*
FASTA,*® and CATH* servers.

Were selected templates that showed sequence identity above 30% for the
models were built.**3°Other models were also selected from evolutionary information
(structures of proteins from the same family - GT2),® and multiple alignment of
sequences.**?

Alignments were performed by Swiss PDB Viewer®® and BLAST-server.*

During this stage, the templates that showed best profiles of aligned regions versus

gaps were selected, also the multiple alignment provided important information for
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targeting conserved regions, so that these regions were constructed consistently
from the template coordinator.

After the templates selection, the process of models building was initiated. At
this stage three different approaches were used to build the models.

In the first protocol, model named BegS1 was build through the methodology
modeling by assembly of rigid bodies, were the M. perniciosa beta(1,3)-D-glucan
synthase raw sequence was fitted in the CATH®' multiple alignment selected
templates through SWISS MODEL software (PDB: 1ZOD and 17DU).

Structures that show similarities were superimposed and a composite multiple
structure template was created from the most conserved fragments for building of the
model BegS1. The core of the model was generated in this procedure, where the
backbone atom positions of the template structure was averaged. Non-aligned
regions (insertions or deletions in the target-template alignment) were built using
constraint space programming (CSP), were ensemble of fragments compatible with
the neighboring stems was selected using a scoring scheme, which accounts for
force field energy, steric hindrance and favorable interactions like hydrogen bond
formation. A loop library derived from experimental structures was searched to find
compatible loop fragments.

Model named BegS2 was constructed over the second protocol execution, in
this step was used the same methodology of the BegS1 building, except the initial
alignment, it was directed by the choice of two proteins with known structure
tridmensional evolutionarily related to M. perniciosa beta(1,3)-D-glucan synthase
(GT2-family, PDB 3A8E and PDB 37LI).** The sequences were aligned by Blast
server and then that the model was built. The ‘project mode’ option from SWISS-

MODEL server was used, the ability to interact with this server allowed semi-
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automatic editing of sequence, where the sequence of the beta(1,3)-D-glucan
synthase enzyme was fragmented with percentage increase the identity between the
pieces from the raw sequence and the templates.*®

The third model (BegS3) was constructed through the comparative modeling
by satisfaction of spatial restraints in the computer program MODELLER.* First, the
submitted sequence was aligned with template 3D structures in the MODWEB
modeling server (http://salilab.org/modweb).** In this case the models were
constructed from a variety of fold-assignment methods, including sequence—
sequence (identical sequences), profile—profile and profile—sequence alignments
(gaps). The server automatically generated model was obtained choosing a better
structure between 10 models produced, such selection was carried out for model
quality criterion that includes the sequence identity implied by the sequence-—
structure alignment, coverage of the modeled sequence, the compactness of the

model, the fraction of gaps in the alignment, and various statistical potential Z-scores.

2.2 Refinement and evaluation of the models

In order to determine the accuracy and improve the loops and side chains
modeling, energy minimization and molecular dynamics (MD) techniques were
performed. All generated models have undergone a process of refinement. The
simulations were carried on a cluster of SGI Origin 2400 and 3800 servers with a
total twenty-four 500 MHz R12000 CPUs and 128 GBytes of memory using the
AMBER ff03a atom force field.*®

The models structures were first energy minimized with an initial step size of

0.01 nm and a maximum of 1000 steps (steepest descent and conjugate gradient),
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where cut-off distance for nonbonded interactions was 14 A and solvation pairwise
Generalized Born (GB) model was used for the MD. Follow Molecular dynamics
simulations were carried out at 325 K with a canonical (constant T) ensemble and 12
A maximum distance between atom pairs.

Temperature elevations slight might increase the effectiveness of Molecular
dynamics. In general, the RMSD after of simulation at 325 K it is lower than the
RMSD after of simulation at 300 K.*°

The total simulation time for each generated model was 8 nanoseconds. Study
which was conducted using molecular dynamics simulations performed using atomic-
based empirical force fields in explicit solvent for the refinement of protein structures
highlights the fact that to achieve significant local refinement, simulations on an
appropriate time scale (3-5 nanoseconds) are minimally required.*’

Different approaches were utilized to evaluation of the generated models.
First, the quality of the models was then evaluated by visual inspection and with
PROCHECK,* a method designed to detect stereochemistry quality of the model.
Sequentially, a quantitative assessment of similarity of protein structure was carried
out by the TM-Score, this procedure showed the similarity of topologies between
templates and the generated models.*® With the purpose of compare the structural
similarity, RMSD (root-mean-square deviation) was also calculated. However, RMSD

it is less sensitive than TM-Score assessment.*®

3. Results and discussion

3.1 Alignment and search templates
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CATH search server®” submission from the sequence of beta(1,3)-D-glucan
synthase enzyme was performed to all the known proteins in PDB, and the results
showed that 1QLE, 1ZOD and 1D7U respectively had sequence identity of 32.50%,
31.11% and 31.11%. The E-value were 0.016, 3e-4, and 3e-4 for 1QLE, 1ZOD and
1D7U respectively. The numbers of gaps were 3.0, 2.10 and 2.10 for 1QLE, 1ZOD

and 1D7U respectively.

Table 1 — CATH search-server selected templates.

Structures | dentidade* E- Residue  Gaps*
PDB valuer  quantity

1QLE 32.5% 0.016 196 3.0

170D 31.11% 3e-4 264 2.10

1D7U 31.11% 3e-4 264 2.10

* BLASTp alignment
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Figure 1. Multiple sequences alignment in Blastp-server of beta(1,3)-D-glucan synthase

sequence (glucan) and PDB models (1D7U and 1ZOD). Active site defined by dashed red.

enzyme
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The PDB 1QLE template was not selected because there was no alignment in
the region of the catalytic site and was shorter length, Table 1 shows these and other
features that guided the selection of the models.

The BegS1 model was based on multiple sequences alignment by the Blast
server (Figure 1). Despite was observed that the docking performance was
comparable to crystal structures when the sequence identity between target and
template was >50%, when sequence identity between model and template in
catalytic region was higher, expect the model derived from here to be suitable for
docking performance applications.”® Usually when the sequence identity exceeds
30%, reliable homology models can be built.>*

BegS2 model alignment was relied on structural similarity from GT-2 family
enzymes, where the two proteins with known structure of this family were used (PDB
3A8E and 37LI). On the Blast server, the obtained values were below 20% of identity
for each individual alignment of GT-2 structure with the problem sequence. After
seguence split in two identity favorable regions, the alignment achieved was 32%

(3A8E template PDB) and 52% (37LI PDB template) of identity (Figure 2).
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Figure 2. BegS2 model alignment in Blastp-server of beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme sequence

(query) and PDB models (3A8E and 3L7I). Active site defined by dashed red.

The benefits of using multiple templates rather than a single template for

homology modeling were evident in low alignment identity (<30%) and different

templates have similar sequence identities to the problem sequence.

Both sequence and structural features were developed to construct multiple

structures in the MODWEB modeling server®

for achieved alignment for BegS3. The

structure and sequence combination methods showed a greater ability to identify
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related residues, and provide better recognition and better alignments than standard

only sequence-profile methods.*

3.1 Construction, refinement and evaluation of the models

The BegS1 initial model built at the Swiss-pdb View project had total energy
1122,9 kcal/mol and 96.5% amino acid in central regions. The BegS2 construction
result brought a model that features: total energy of the model was 2786,4 kcal/mol
and Ramachandran plot with 95.0% amino acid in central regions. The satisfaction of
spatial restraints method in Modelller modbase portal, used to build the BgS3 model,
enabled to obtain an initial model with: 5392,5 kcal/mol total energy and
Ramachandran plot with 90.7% amino acid in central regions. Stereochemical quality
of a model is acceptable when more than 90.0% amino acids are in central regions
(most favored regions and additional allowed regions) according to the
Ramachandran plot.** However the presence of 5.0% of residues in disallowed
regions favored the reduction stereochemical quality from the BegS3 model. This fact
might partially being explained by the process of building the models, where some
programs sacrifice the stereochemistry for a more correct backbone.*?

After minimization, the molecular dynamics simulation stages was performed,
where the total simulation length was possible to improve the stereochemistry quality

of models, according showed in Table 2.



Table 2 — Stereochemical parameters after models refinement.
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M odel Total % amino acidsin central % amino acidsin disallowed
Energy regions (Ramachandran plot) regions (Ramachandran plot)
kcal/mol

BegSl -1472,794 97.7 1.0

BegS2 -1445,93 96.5 0.3

BegS3 647,612 93.3 25

Ramachandran plot of BegS1 and BegS2 (figure 3 and figure 4) models

showed better physical and chemical parameters, these models with the lowest

energy and acceptable stereochemical quality were selected for further analysis in

TM-score server (similarity assessment). According to Ramachandran plot (Figure 3),

the BegS1 model had only 1% of amino acids in unfavorable regions (residues

PHE232, MET266, LEU121), such do not form part of the enzyme active site.

-180 -135 -90

Figure 3 : Ramachandran plot of BegS1 (Procheck 3.0)
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Model evaluation was checked if the overall fold of the three-dimensional
model structure was acceptable, in this approach, the protocol generally depends on
the chosen templates, and whether the alignment is correct with the query sequence.

For this similarity analysis TM-score and RMSD methods were chosen. RMSD
is measure most commonly used means to compare protein structures. When there
are low identities, the value RMSD of 4.30 A for Ca atoms reflects the limit of how
well one can hope to model a target on a template.>**> The RMSD value found for
BegS1 model was 2.37 A, and 3.17 A for BegS2 model. Comparing the two models
obtained (BegS1 and BegS2) from each other, the 8.83 A RMSD value was found.

However, RMSD measures is not ideal for comparing all cases, mainly when
there are multiple alignment (structures are substantially different).*® Amongst the
problems this methodology can be pointed out: tends to increase value with protein

® more sensibility to the local evaluation rather than global topology,*® and

size,”
wrong parts of a model affect the RMSD most dramatically.

The Table 3 represents obtained results in the template-model comparing. The
BegS1 model showed better TM-score (0.88), where value between 0.0 and 0.17
denote random structural similarity and value between 0.5 and 1.00 about the same

fold,” i.e., template-model pairs with a TM-score >0.5 are mostly in the same fold

while those with a TM-score <0.5 are mainly not in the same fold.**

Table 3 — TM-Score and RMSD from templates-models

M odel Template TM-score RMSD (A)
(PDB code)
BegSl 120D and 0.8808 2.37
1D7U
BegS2 3A8E and 0.1464 3.17

37L1
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According to showed in the Ramachandran plot (Figure 3), the BegS2 model
had proper stereochemistry quality, Nevertheless, low native structure similarity,

confirmed by TM-score and RMSD measurements.

-1357®

~P
LELL335 )

b | | ‘ P
THR 72
: |

180 135 90  -45 0 45 90 135 180

Figure 4 : Ramachandran plot of BegS2 (Procheck 3.0)

3.1 Structural description

The BegS1 model showed two distinct a/f domains, as feature inverting
glycosyltransfer family, and the topology of folded structure showed 7 strands and 13
alpha-helices (figure 5).

Along with the information that the enzyme is located in transmembrane
regions,”’ as others structures of GT-2 enzyme family, frequent alpha-helices

configuration shaped interesting data found. There are many evidences that the



65

transmembrane segments, expected to have the alpha-helices conformation, and can
contain only ten or fewer residues.®® Hence these found alpha-helices regions in the
BegS1l model are the most probable to be the transmembrane segments of M.

perniciosa beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme.

Figure 5: The structure of M. perniciosa beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme. Helical are colored red and, and
sheet, coil, and loops secondary structures in BegS1 are colored red, blue, green and gray, respectively.
Visualization in the program Discovery Studio 3.0

Beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme showed structural characteristics in
agreement to others structures of the GT-2 enzyme family,*® as: domains central
beta-sheet core flanked by alpha-helices, the classical nucleotide-binding domain,
l.e, n-terminal region of parallel beta-strands flanked on either side by alpha-helices
and is the binding site for substrate and the acceptor binding region (aspartate

domain), visualized in Figure 6.
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Acceptor binding region (aspartate domain)

Peripheral Domains (alpha-helices of circulating)

Figure 6 : The characteristic structures of the GT-2 family in the M. perniciosa beta(1,3)-D-glucan synthase
enzyme. Visualization in the program Discovery Studio 3.0

Bioinformatics techniques used to structural predict begin with share the
assumption that proteins that are evolutionarily related might exhibit common
structural and functional features corresponding to detectable patterns in their
sequences, particularly the GT-2 family that has structural similarity.?®*° Thus, it was
possible to obtain the structure of catalytic site of beta(1,3)-D-glucan synthase
enzyme. The BegS1 model showed the presence of a catalytic cavity formed by the
conserved aspartic acid residues (Asp326, 345, 353 and 354 DDxD motif ) implicated
in substrate binding®® and/or catalysis.*® In the BegS1 model this cavity it is close by

a loop region, as was seen in the GT-2 family structure.
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FLGIVQFFISVVATLLFAIMSGRMFGDRVAGKSRKYLASQTFTASYPSLGRGSRLASILL
WALVFGFKFTESYFFLTLSFKDPIQVMVGMKIQGCNDRLFGNALCTNQAAFTLTIMYIM
DLVLFFLDTFLWFIIWNTVFSIGRSFSLGLSIWTPWKDIFTRLPKRIYSKLLASQDIEVKY
KPKVLVSQIWNAVIISMYREHLLSIDHVQKLLYHQVDTGEGGRRSLRAPPFFISQRDKA
FKGEFFPKGSEAERRISFFAQSLTTNMPPPLPVDAMPTFTVLTPHYSEKILLSLREIIRE
EDKQTRVTLLEYLKQLHPIEWENFVKDTKILAEESAMFNGPSPFGDEKGQSKTDDLPF
YFIGFKSAAPEFTLRTRIWASLRAQTLYRTVSGMMNY SKAIKLLYRVENPEVVQLFGGN
TDKLERELERMSRRKFKFVVSMQRYSKFNKEEHENAEFLLRAYPDY

Figure 7 : Flat ribbon representation of BegS1 model with active site amino acid residues represented in space-
filling form and amino acid sequence of beta(1,3)-D-glucan synthase of Moniliophthora perniciosa with active
site amino acid residues indicated by red color. Visualization in the program Discovery Studio 3.0.

Figure 7 shows the sequence and active-site structure modeled in the BegS1
model for beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme from Moniliophthora perniciosa. In
SpsA protein from Bacillus subtilis (GT-2 enzyme), Asp98 (DxD motif-Asp98 and
Asp99) is involved in hydrogen bonding to the ribose of UDP, whereas in the
beta(1,3)-D-glucan synthase of Moniliophthora perniciosa model (BegS1l), the

equivalent amino acid aligned was Asp354 (DxD motif Asp353 and 354). In SpsA,
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Tyrll is positioned to allow effective stacking of the uracil moiety of UDP in the
binding site region. The equivalent residue in the beta(1,3)-D-glucan synthase model
is Tyr311. The UDP-glucose binding domain is well-conserved in GT-2 family and the
critical amino acids “DD(x)D” that interact with UDP-glucose are invariant.?® Despite
different numbers of amino acids may separate them, the conserved residues in GT-

2 family are predicted to be present at structurally similar positions in the active site.*

4. Conclusion

Homology modeling methodology was used to generate a model of the
beta(1,3)-D-glucan synthase from M. perniciosa, in this enzyme the binding site is
located at amino acids Asp353, Asp354 and the residues which contribute to this
region are in accordance with experimental data from the GT-enzyme family
(Asp345, Asp324, Tyr311).

Some reasonable structural models of beta(1,3)-D-glucan synthase enzyme
were obtained, including BegS1, BegS2, and BegS3, through molecular modeling.
The modeling studies provided an insight into the folding pattern and the
arrangement of amino acids. The model with the broadly value of the TM-score and
acceptable stereochemistry assessment (BegS1) was selected as the best model
structure. It is encouraging to find that the model BegS1l agree well with geral
structures from GT-2 enzyme family.

Previously the complete structure of beta(1,3)-D-glucan synthase is
determined through experimental assays, the BegS1l model serves as a helpful
reference for featuring the interactions between beta(1,3)-D-glucan synthase and its

antagonists. Whereas which that has been the first work about of the enzyme, first



69

structure-function characterization will stimulate further research and be an incentive

for new studies.
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CAPITULO 33

AVALIACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE MONILIOPHTORA
PERNICIOSA POR COMPOSTOS ORGANICOS!?

® Artigo sera submetido a Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira
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AVALIACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE MONILIOPHTORA
PERNICIOSA POR COMPOSTOS ORGANICOS?

Resumo

A lavoura cacaueira enfrenta uma reducdo em sua producdo desde 1989 com a
chegada da praga denominada vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo
hemibiotrofico Moniliophthora perniciosa. Embora existam diversas alternativas no
controle da vassoura-de-bruxa, estas ainda estdo incipientes. Assim, existe a
necessidade de buscar novas formas de controle. Conforme relatado em literatura,
os glicolipideos sdo compostos organicos capazes de inibir a enzima beta(1,3)-D-
glicano sintase e promovem a morte celular pela deficiéncia de beta(1,3)-D-glicano,
um importante componente da parede celular. Objetivou-se no trabalho avaliar a
inibicdo in vitro do crescimento micelial de Moniliophtora perniciosa por compostos
organicos. O crescimento micelial foi aferido apds o cultivo de um disco de 0,5 cm do
fungo em placas contendo meio BDA com concentracdes de 4,0 pg/mL, 2,0 ug/mL,
1,0 pyg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL dos compostos em estudo. A concentracao
inibitéria  minima foi considerada aquela onde existiu inibicdo de 100% do
crescimento micelial. Dos 23 compostos testados apenas 6 apresentaram atividade
fungitoxica, sendo que um derivado com estrutura de dois anéis fundidos
(pirimidinico e fendlico) apresentou CIM de 2ug/mL. Foi possivel através deste
trabalho, realizar uma triagem inicial de compostos, tendo como objetivo direcionar
procedimentos posteriores para o desenvolvimento de um antifiingico.

Palavras-chave: Organics compounds, Moniliophtora Perniciosa, beta(1,3)-D-glicano

sintase, antifungicos, CIM.

Abstract

The cocoa crop shows a reduction in your production since 1989 with the advent of
the pests termed Witches’ Broom Disease, caused by the hemibiotrophic fungus
Moniliophthora perniciosa. Although there are several alternatives to control the
Witches’ Broom Disease, they are still incipient. Therefore, there is a need to search
new control procedures. According to reported in the literature the glycolipids
organics compounds are compounds capable to inhibiting the enzyme beta(1,3)-D-
glucan synthase and promotes the cell death by a deficiency of beta(1,3)-D-glucan,
this is a important cell wall component. The objective these study to evaluate in vitro
inhibition of mycelial growth of M. perniciosa by organics compounds. Mycelial
growth was assessed after cultivation of a disk of 0.5 cm from the fungus in Petri
dishes containing PDA medium with concentrations of 4.0 yg/mL, 2.0 pg/mL, 1.0
pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.25 upg/mL of the compounds under study. The MIC was
considered one which there was 100% inhibition of mycelial growth. From 23
compounds tested only 6 were fungitoxic activity, where one derived from structure
with two fused rings (pyrimidine and phenol) showed MIC of 2 ug/mL. In this study,
was performed an initial screening of compounds, with the purpose guiding
procedures further to the development of one antifungal.
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Keywords: glycolipids, Moniliophthora perniciosa, antifungals, inhibition, Witches’
Broom, MIC

INTRODUCAO

A doenca da vassoura-de-bruxa € causada pelo fungo M. perniciosa, que
apresenta duas fases bem caracteristicas: uma parasitica (vassoura-verde, com
micélio monocaridtico e intercelular) e outra saprofitica (vassoura-seca, com micélio
dicariotico e intracelular). O M. perniciosa coloniza tecidos meristematicos reduzindo
a produtividade bem como o tempo de vida da planta hospedeira (RUBINI et al,
2005).

A enfermidade causada pelo M. perniciosa tem grande importancia no Brasil,
principalmente, na Amazénia e na regido sul da Bahia, pois foi responsavel por
reduzir de maneira significativa a produgdo de cacau, resultando numa crise
econbmica, porque esta localidade era fortemente dependente da exportacdo das
sementes de cacau para fabricacdo de chocolate (COUTO, 2000). Além do Brasil,
nas llhas do Caribe houve diminuicdo da producéo devido a esta doenca, sendo o
M. perniciosa o principal patdgeno relacionado aos prejuizos na cultura do cacau
(RUBINI et al, 2005).

Com o objetivo de estabelecer alternativas para a resolucdo deste problema,
foi estruturada uma rede composta por seis instituicbes, (UESC, UEFS, UFBA,
CEPLAC, EMBRAPA e UNICAMP) tendo esta rede como objetivo final a elucidacéo
de alvos moleculares que poderdo levar ao desenvolvimento de diversas estratégias
de controle da doenca através do sequenciamento genético do fungo. Dentre os
diversos alvos moleculares que o fungo possa apresentar as enzimas associadas ao
metabolismo dos principais carboidratos da parede celular, quitina e glicanos, séao
atrativos alvos moleculares (PIROVANI et al, 2005).

Compostos quimicos vém sendo testados com o objetivo de prevenir ou
erradicar a vassoura-de-bruxa, porém nao foram obtidos bons resultados, pois o
rapido crescimento da superficie dos frutos durante os dois ou trés meses de
desenvolvimento do fungo faz com que o fungicida tenha que ser aplicado



77

freqientemente, inclusive isto se torna dificil em arvores muito altas (SOBERANIS et
al., 2000).

Estudos iniciais demonstraram que as células fungicas destituidas de parede
celular somente sobrevivem em condi¢cdes de laboratério, onde o suporte osmaético
previne a sua lise. Estes achados sugerem a parede celular com um importante alvo
na busca de uma defesa efetiva, justificada por ela ser essencial para os fungos e
por ndo estar presente em mamiferos. Consequentemente, as rotas biossintéticas
das moléculas que compdem a parede celular sdo alvos importantes para o
desenvolvimento de agentes inibidores do crescimento destes patdgenos
(GEORGOPAPADAKQOU; TKACZ, 1995).

O papel crucial no metabolismo de formacédo da parede celular de M.
perniciosa faz da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase um importante alvo de inibicao
do desenvolvimento do fungo (YOUNG-SIL et al, 2006). A interferéncia neste alvo
promove a instabilidade da parede celular do fungo, levando a destruicdo das hifas.
Como resultado, ocorre a inibicio do crescimento do patdgeno
(GEORGOPAPADAKOU, TKACZ, 1995).

Dentre os compostos organicos inibidores da formacéo da parede celular, as
papulacandinas apresentam alto grau de toxicidade seletiva aos fungos patogénicos,
0 que vem atraindo grupos de pesquisa tanto na area bioldgica (BALACHAR,;
O'DOHERTY, 2005) quanto na area de sintese quimica (CANETERO et al, 1999).

As papulacandinas e as caspofunginas sdo compostos organicos relatados
em literatura capazes de inibir a acdo da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase em
algumas espécies de fungos dos géneros Aspergillus e Candida (DESNOS-
OLLIVIER et al., 2008). No entanto, a regiao catalitica e o0 mecanismo da inibicéo
destas drogas ainda ndo foram totalmente elucidados (PARK et al, 2005). As
papulacandinas sdo caracterizadas quimicamente como glicolipideos, onde existe
grupamento espiroglicosidico ligado a uma cadeia de acido graxo insaturado na
posicdo C-3 da D-glicose (CANETERO et al, 1999).

De forma similar com o ocorrido com o desenvolvimento de antibidticos,
compostos que atuam nesta via metabdlica como vancomicina, B-lactamicos, e
cefalosporinas sdo de eficacia clinica comprovada (MOCHALKIN et al, 2007).
Consequentemente, a interferéncia nestes alvos promove a instabilidade da parede
celular do fungo, levando a destruicdo das hifas. Como resultado, ocorre a inibicéo
do crescimento do patégeno (GEORGOPAPADAKOU; TKACZ, 1995).
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As informacdes descritas na literatura a cerca da enzima beta(1,3)-D-glicano
sintase, bem como, seu papel na formacdo da parede celular, justificam este
trabalho, que tem como objetivo avaliar a inibicAo do crescimento micelial de

Moniliophtora perniciosa por compostos obtidos através de sintese organica.

MATERIAL E METODOS

Os estudos de inibicéo in vitro do crescimento micelial do fungo M. perniciosa
foram realizados no Laboratério de Enzimologia (LAEN), localizado na Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana/BA.

Compostos

Os compostos foram gentiimente doados pelo Laboratorio de Sintese
Organica da Faculdade de Farmacia da UFMG. A estrutura dos mesmos podem ser

visualizadas nas Figuras 1, 2 e 3.
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Micro-organismo

O fungo M. perniciosa (CCMB 0257) foi gentilmente cedido pela Colecao de

Culturas de Micro-organismos da Bahia (CCMB).

Preparacdo das amostras

Diferentes concentracdes dos compostos foram preparadas através da
dissolucdo dos mesmos em volumes adequados. O diluente utilizado foi o metanol
esterilizado por filtracio em membrana filtrante com porosidade de 0,22 pym. Apos
este processo, em capela de fluxo laminar, as solu¢cdes obtidas foram dissolvidas
assepticamente em meio estéril BDA fundente de forma a se obter concentracdes de
0,25 pyg/mL, 0,5 pyg/mL, 1 yg/mL e 4 pg/mL.

Instalag&o do ensaio

A realizacdo dos ensaios de inibicdo in vitro do crescimento micelial foi
realizada pelo método de diluicdo em Agar (SOYLU et al. 2007) com posterior
avaliacdo da taxa de crescimento radial (ZAMBONELLI et al., 1996). Os meios de
cultura com as diferentes concentracfes obtidas foram transferidos para placas de
Petri. Discos de agar de 5 mm de diametro do crescimento ativo do micélio de M.
perniciosa, ou seja, retirados da regido periférica do micélio apés 13 dias de
crescimento, foram transferidos individualmente para o centro de cada uma das
placas componentes de cada concentracdo e incubadas a 28°C em estufa. Placas
de Petri com apenas BDA e metanol foram utilizados como controle positivo de

crescimento.

Avaliagéo

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada apés 11 dias de incubacéo.
O efeito dos extratos sobre o crescimento micelial foi quantificado através de
medicdes do crescimento radial da colénia em dois eixos ortogonais (média das

duas medidas diametricamente opostas) tendo como referéncia o desenvolvimento
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da placa controle, sendo posteriormente calculada uma média dos valores obtidos.
Foram realizados cinco tratamentos e trés repeticdes em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). As médias de diametro da colbnia aferidas na etapa anterior
foram expressas em percentagem de inibicdo do crescimento micelial (ICM), usando
a formula, MGI (%) = [(d. - dy) / dc x 100, onde d. = significa o diametro de
crescimento micelial encontrado em placas de Petri contendo o controle positivo e d;
significa o diametro de crescimento micelial a partir de placas de Petri contendo os
compostos organicos (PANDEY et al., 1982). A concentracao inibitéria minima (CIM)
do composto foi considerada a menor concentracdo do composto orgéanicos testado
que resultou em 100% de inibi¢do no crescimento micelial (DAOUK, et al 1995).

Analise de dados

Os dados obtidos foram analisados através do programa SISVAR - Sistema
de Andlise de Variancia (FERREIRA, 2000), onde foi realizada a analise de variancia
e a comparacdo de medias pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5 % de

probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antifungica contra o M. perniciosa foi avaliada nas 23 substancias
doadas pelo laboratério de quimica da UFMG, dentre as quais, apenas 6
substancias apresentaram atividade fungitdxica, nos outros 17 compostos testados
nao houve diferenca significativa dos valores de inibicdo encontrados em relacao
aos resultados do controle. Os resultados inibicdo do crescimento micelial dos
compostos com atividade fungitéxica podem ser observados na Tabela 01, onde é
possivel visualizar que, quando comparadas com o controle, 0os seis compostos de
melhor atividade, forneceram graus diferenciados de inibicdo do crescimento micelial
do fungo M. perniciosa.

De acordo com as informacgdes visualizadas na Tabela 2, as concentragoes
0,25 pyg/mL da amostra MAN (estrutura na Figura 2), 0,25 pg/mL da amostra ANPB
(estrutura na Figura 3) e 0,25 pg/mL da amostra R14 (estrutura da Figura 2) nao
revelaram valores significativamente diferentes aos resultados observados na

amostra controle.
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As Figuras 04, 05, 06, 07, 08 e 09, demonstram os resultados de inibigdo para
as seis amostras que apresentaram atividade fungitdxica. E possivel verificar a partir
dos resultados, um aumento gradual dos valores de inibicdo do crescimento fungico
atrelado a elevacao das concentracbes em estudo.

Os resultados obtidos (Tabela 02) permitem concluir que apenas um
composto apresentou inibigdo total do crescimento micelial na faixa de concentracéo
trabalhada (0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL e 4 ug/mL), sendo este
composto identificado como HQN (estrutura na Figura 3) com MIC de

aproximadamente 2 ug/mL.

Tabela 01. Efeito in vitro de compostos organicos sobre o crescimento micelial do M.
perniciosa.

Amostras Concentragao ( pg/mL)
Controle 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0
HQN 5,50 a 4,17b 369b 3,60b 0,00c 0,00c
MAN 5,50 a 532a 358b 3,22b 291c 2,58¢c
RD6 5,50 a 5,00 a 450b 350c 3,10d 2,80d
EGG 5,50 a 3,82b 3,79b 3,61b 358b 3,30b
ANPB 550 a 537 a 500b 461b 4,14c 3,66d
R14 550a 520a 450b 4,40b 4,39b 3,80c

Médias seguidas por letras distintas na horizontal diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Scott-Knott

N&o foram encontrados na literatura ensaios de inibicdo do crescimento de M.
perniciosa pelos compostos organicos utlizados no ensaio, no entanto existe amplo
conhecimento da acéo fungitoxica de substancias organicas em outras espécies de
fungos. Pode-se citar que, em ensaio realizado com as papulacandinas L-687 e L-
781, foi detectada atividade biologica destes compostos contra espécies de Candida,
onde os valores de MIC encontrados situaram-se na faixa de 0,02 a 2 pyg/mL
(BARTIZAL, 1992). Foi revelado também que a papulacandina B apresentava
atividade fungicida contra Schizosaccharomyces pombe, atividade esta grandemente
relacionada a presenca das cadeias lipidicas e dos residuos fendlicos contidos na
molécula da papulacandina B (VARONA, R.; PEREZ, P.; DURAN, 1983). Em
trabalho realizado por Souza (2010), analogos da papulacandina apresentaram CIM

de 200 uyg/mL para espécies de C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis.



Controle 0,259/mL 0,5pg/mL

=

Figura 03: Atividade antifiingica do composto HQN (estruturedlizada na figura 3)

Controle 0,25ug/mL 0,5pg/mL

—

Figura 04: Atividade antifangica do composto MAN (estrutuvadlizada na figura 3)

Controle 0,25g/mL 0,5ug/mL

Figura 05: Atividade antifungica do composto RD6 (estrutwealizada na figura 2)
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Figura 06: Atividade antifungica do composto EGG (estrutacalizada na Figura 3)
Controle 0,25g/mL 0,5pug/mL
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.

Figura 07: Atividade antifungica do composto ANPB (estrutio@alizada na figura 3)

Controle 0,25ug/mL 0,5pg/mL

Figura 08: Atividade antifiingica do composto R14 (estrutecalizada na figura 2)
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Tabela 02 — Efeito in vitro (% de inibicdo) de compostos organicos sobre o

crescimento micelial do M. perniciosa.

Concentracao (ug/mL)
HQN
0,25

0,5
1,0
2,0
4,0
MAN
0,25
0,5
1,0
2,0
4,0
RD6
0,25
0,5
1,0
2,0
4,0
EGG
0,25
0,5
1,0
2,0
4,0
ANPB
0,25
0,5
1,0
2,0
4,0
R14
0,25
0,5
1,0
2,0
4,0

Inibicdo do crescimento micelial (%)

24,0
32,0
34,0
100,0
100,0

32,7
39,0
45,0
51,0

9,0
18,0
36,0
43,0
49,0

29,0
29,0
33,0
34,0
38,0

7,0
14,0
23,0
32,0

18,0
20,0
20,0
30,0

-1 inativo

As cadeias lipidicas auxiliam no processo de entrada destes compostos na

célula fungica, tendo em vista a relacdo favoravel dos compostos lipidicos com a

membrana celular. A atividade fungicida das papulacandinas geralmente é

direcionada aos fungos filamentosos, no entanto o que se sabe é que existe uma

susceptibilidade variada conforme a espécie em questao, geralmente os zigomicetos
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e outros fungos que apresentam reduzida producédo de beta(1,3)-D-glicano mostram-
se menos susceptiveis & acdo destes farmacos (QUINDOS, 2007).

Os estudos da inibicdo do crescimento fungico de M. perniciosa por derivados
azoles realizados por Mota et al., (2010), usando substancias como ciproconazol,
tebuconazol e metconazol, a metodologia utilizada foi a de difusdo em disco com
utilizacdo de suspensdo homogénea de UFC’s (Unidades Formadoras de Colbnias),
sendo assim de dificil comparacdo com os resultados obtidos neste trabalho (MOTA;
BARROS; CASTILHO, 2010).

Tratando-se de um inibidor da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase, existem
restricdes na relacdo entre o processo de redugdo do crescimento micelial e a
inibicdo da acdo enzimatica (queda da producédo de glicanos), pois, racionalmente
presume-se que, nem sempre os valores de MIC sdo correspondentes aos dados de
inibicdo enziméatica (KURTZ; REX, 2001). Contudo, pode-se inferir que a baixa
atividade inibitéria do crescimento micelial fungico na maioria das 23 moléculas
testadas, pode estar atribuida a auséncia de grupos farmacoforicos relevantes para
0 processo de inibicdo da enzima beta(1,3)-D-glicano sintase. Conforme visualizado
nas Figuras 1, 2 e 3 pode-se perceber que, existem nos compostos a presenca
caracteristica dos grupamentos lipofilicos e glicosidicos, no entanto, os compostos
estudados ndo apresentam as duas cadeias de carbono insaturadas (cadeias de
acido graxo) que sao consideradas muito importantes para a atividade antifingica
dos glicolipidios (HAMDOUCHI et al, 2002; VARONA, R.; PEREZ, P.; DURAN,
1983).

Outros processos podem estar relacionados a baixa eficacia antifugica
relacionada compostos a maioria dos compostos testados, como: a possibilidade do
aumento compensatorio da sintese de quitina em circunstancias onde ha inibicdo da
producdo de glicanos (WALKER et al, 2008), sendo que, a ativagdo da sintese de
quitina mediada pela proteina quinase é capaz de reduzir a susceptibilidade do
micro-organismo aos glicolipideos (WALKER et al, 2008).

A substancia que apresentou melhor perfil de atividade contra M. perniciosa
foi a HQN, esta apresenta estruturalmente dois anéis fundidos (piridina e fendlico).
Apesar do valor de 2 pg/mL de CIM, nao foi possivel investigar se esta acao esta
relacionada ao processo de inibicdo da enzima beta(1,3)-glicano sintase, para esta

pesquisa, seria necessario um ensaio com a substancia HQN juntamente com a
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proteina purificada (AWALD et al, 1994) ou membranas microssomais que
contenham a enzima (DOUGLAS et al, 1992).

CONCLUSOES

Glicolipideos sdo compostos que fazem parte de uma nova e importante
geracado de farmacos antifungicos, cujo modo de acéo ¢€ ligar-se a enzima beta(1,3)-
D-glicano sintase levando a reducdo da sintese de beta(1,3)-D-glicano, e dessa
forma, promovendo danos para a integridade da parede celular, apesar da
seletividade deste mecanismo de agdo nao existem registros da utilizacdo destas
substancias no tratamento da Doenca-de-Bruxa.

Os resultados permitem concluir que o composto HQN é um candidato
promissor para participar das etapas seguintes do processo de desenvolvimento de
um farmaco antifungico.

A partir de estudos relacionados ao esclarecimento do mecanismo de acgao
inibitéria do crescimento micelial fangico por substancias organicas, novos
compostos poderdo surgir com atividade biolégica satisfatoria, este processo
envolve tanto as etapas laboratoriais ou experimentais como a purificacdo da
beta(1,3)-D-glicano sintase, realizacdo de ensaios enzimaticos, realizacdo de
ensaios in vivo, quanto as etapas in silico, como modelagem estrutural da beta(1,3)-
D-glicano sintase, determinacdo do seu sitio catalitico, realizacdo de estudos de

acoplamento molecular.
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AVALIACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE MONILIOPHTORA
PERNICIOSA POR EXTRATOS DE LIPPIA E HYPTIS

RESUMO

A lavoura cacaueira enfrenta uma reducdo em sua producdo desde 1989 com a
chegada da praga denominada vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo
hemibiotrofico Moniliophthora perniciosa. Extratos vegetais tem se tornado uma
estratégia bastante utilizada na agricultura para o controle do crescimento de micro-
organismos patogénicos, tendo em vista o crescente processo de resisténcia aos
produtos sintéticos e dos prejuizos ambientais atrelados ao uso desse tipo de
manejo. Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos ou 6leos essenciais, obtidos a
partir de plantas medicinais tém indicado o potencial destes produtos no controle de
fitopatdgenos. A atividade antimicrobiana dos géneros Lippia e Hyptis é largamente
conhecida. Neste trabalho objetivou-se avaliar a inibicdo in vitro do crescimento
micelial de Moniliophtora perniciosa por extratos de Lippia sp. e Hyptis sp. O
crescimento micelial foi aferido apds o cultivo de um disco de 0,5 cm do fungo em
placas contendo meio BDA com concentracdes de 4000 pg/mL, 2000 pg/mL, 1000
pMg/mL, 500 pg/mL, 250 ug/mL dos extratos em estudo. A concentracao inibitoria
minima foi considerada aquela onde existiu inibicdo de 100% do crescimento
micelial. Todas as amostras testadas apresentaram atividade fungitoxica, com
destaque para as amostras da espécie L. alnifolia que apresentou a menor CIM
(1000 pg/mL). De acordo com os resultados obtidos, a utilizacdo de extratos
vegetais pode configura-se como uma alternativa de baixo custo e segura do ponto
de vista toxicoldgico e ambiental para o controle do fungo patogénico M. perniciosa.

Palavras-chave: Lippia, Hyptis, Moniliophthora perniciosa, fungo, inibicdo, vassoura-

de-bruxa

ABSTRACT

The cocoa crop shows a reduction in your production since 1989 with the advent of
the pests termed Witches’ Broom Disease, caused by the hemibiotrophic fungus
Moniliophthora perniciosa. Vegetal extracts have become a strategy widely employed
in agriculture to control the growth of pathogenic microorganisms given the process
growing of resistance to synthetic products and environmental harm linked to the use
of this type of management. Studies carried with raw extracts or essential oils
obtained starting from medicinal herbs has shown the potential of such products in
the control of phytopathogens. The genus antimicrobial activity from Lippia and
Hyptis it is wide known. The objective this study to evaluate in vitro inhibition of
mycelial growth of M. perniciosa by extracts from Lippia and Hyptis. Mycelial growth
was assessed after cultivation of a disk of 0.5 cm from the fungus in Petri dishes
containing PDA medium with concentrations of 4000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL,
250 pg/mL of the compounds under study. The MIC was considered one which there
was 100% inhibition of mycelial growth. All tested samples had fungitoxic activity,
particularly the samples from L. alnifolia species showed the lowest MIC (1000
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Mg/mL). According with the results obtained, the use of plant extracts could be
configures such as toxicological and environment safer, and alternative lower cost for
to control the fungal pathogen M. pernicious.

Keywords : Lippia, Hyptis, Moniliophthora perniciosa, fungi, inhibition, Witches’

Broom, antifungals

INTRODUCAO

Atualmente existe uma diminuicdo consideravel da producdo mundial de
cacau em funcdo das infec¢des fungicas (ANEJA et al, 2005; MEINHARDT et al,
2008; MEJIA et al, 2008). No inicio do século XX o estado da Bahia no Brasil era um
dos maiores produtores de cacau do mundo (LASS, 1985). Apds a disseminacgao da
doenca da vassoura-de-bruxa houve uma grande queda na producédo cacaueira na
Bahia, de forma que, no ano de 2000 foi registrada uma reducdo de 50% da colheita
(FAO, 2002).

Como resultado dessa limitacdo, € possivel constatar prejuizos econdémicos
diretos consequentes da menor producédo de cacau: como altera¢do no uso da terra,
venda de propriedades, nivel de emprego e danos ao meio ambiente. Neste sentido,
0S governos e produtores vém discutindo medidas para resolver ou atenuar o
problema nas lavouras de cacau. Atualmente, uma das recomendacdes da
Comisséo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) para a recuperacao
de plantas suscetiveis a vassoura-de-bruxa é o0 uso de variedades clonais
resistentes, por meio da enxertia, combinado com aplicacdo de fungicidas cupricos,
como o Oxido cuproso, para o controle da doenca (ROSA, 1998).

A doenca da vassoura-de-bruxa é causada pelo fungo M. perniciosa, que
apresenta duas fases bem caracteristicas: uma parasitica (vassoura-verde, com
micélio monocaridtico e intercelular) e outra saprofitica (vassoura-seca, com micélio
dicariético e intracelular). Esta enfermidade tem grande importancia no Brasil,
principalmente, na Amazonia e na regido sul da Bahia, pois foi responsavel por
reduzir de maneira significativa a producdo de cacau, resultando numa crise
econdmica, na qual esta localidade era fortemente dependente da exportacdo das
sementes de cacau para fabricacao de chocolate (COUTO, 2000).
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Os mecanismos bioquimicos e fisiolégicos de resisténcia do cacaueiro ao M.
perniciosa sao praticamente desconhecidos (NOJOSA et al., 2003) e atualmente as
medidas de controle quimico, biologico e as podas fitossanitarias, sédo insipientes na
erradicacao da doenca (OLIVEIRA; LUZ, 2005).

Existe uma restricdo quanto ao uso de fungicidas sintéticos, devido a
fitotoxicidade, efeitos residuais, espectro de acgdo, e resisténcia pelo patdégeno, e
esse fato tem levado a procura de biofungicidas, tais como, extratos vegetais e 6leos
essenciais, sendo este tipo de procedimento bastante promissor no controle de
fitopatbgenos em diversas culturas (BENATO et al, 2000).

As plantas arométicas sdo usadas por geracbfes nao apenas como
ingredientes alimentares, mas também para o tratamento de uma infinidade de
patologias, tém sido amplamente publicado que diversas ervas e 6leos essencias
apresentam atividade antimicrobiana (TOGNOLINI et al, 2006). Os 6leos essenciais
sdo misturas de compostos naturais volateis oriundos do metabolismo secundario de
plantas, compostos principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos e seus
derivados oxigenados (alcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fenois e 0xidos),
sdo isolados pela metodologia de destilagdo a vapor e suas propriedades
antibacterianas e antifingicas séo conhecidas desde a antiguidade (LOPES-LUTZ et
al, 2008).

Alguns dos obstaculos limitantes para a melhor utilizacdo dos extratos
vegetais sdo: a variacdo de sua composi¢cdo por conta de fatores relacionados as
espécies em questdo ou fatores ambientais e a complexa composi¢cdo quimica
destes 0leos, estas questdes dificultam o processo de isolamento e identificacdo dos
compostos bioativos. (ALVIANO; ALVIANO, 2009). De forma que, muitas vezes €&
conhecida a acdo antifungica de um Oleo essencial, mas, ndo se conhece o
mecanismo de acao.

Extratos vegetais derivados de espécies do género Lippia apresentam
atividade antifungica amplamente descrita na literatura, espécies como: L. alba, L.
alba f. intermedia e L. origanoides, apresentaram O6timos resultados de zonas de
inibicdo de crescimento fungico para as espécies de Candida albican, Candida
guilliermondii, Candida parapsilosis, Cryptococcus neoformans,Trichophytum
rubrum, e Fonsecaea pedrosoi (OLIVEIRA et al, 2006; OLIVEIRA et al, 2007).

Extratos vegetais obtidos a partir do género Hyptis também mostraram

atividade relacionada a diminui¢éo do crescimento flingico. E possivel relatar que a
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partir de Hyptis suaveolens foram obtidos 6leos que diminuiram o crescimento
micelial in vitro de espécies do género Aspergillus (MOREIRA et al, 2010), de forma
similar Hyptis ovalifolia apresentou atividade antifungica contra os dermatdfitos:
M.canis, M. gypseum, T. rubrum and T. mentagrophytes (SOUZA, 2003).

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a inibicdo in vitro do
crescimento micelial de Moniliophtora perniciosa por extratos e Oleos esséncias de

Lippia sp. e Hyptis sp.

MATERIAL E METODOS

Os estudos de inibigéo in vitro do crescimento micelial do fungo M. perniciosa
foram realizados no Laboratério de Enzimologia (LAEN), localizado na Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana/BA.

Coleta das Plantas

O material botanico (Tabela 1) foi coletado em diferentes localidades do
estado da Bahia e uma exsicata foi depositada no Herbario da Universidade
Estadual de Feira de Santana (HUEFS) e identificada pela Prof2 Dra. Tania Regina

Silva.

Tabela 01 : Data, local de coleta e identificacdo das espécies de Lippia e Hyptis
coletadas no Semi-arido da Bahia em diferentes épocas do ano estudadas no
presente trabalho

AMOSTRA [C):A(‘)TLAI\E?: Lg(():fllgT[?AA IDENTIFICACAO
LMA 30/4/2006 Mucugé L. microphylla Cham.
LMB 18/8/2006 Rio de Contas L. microphylla Cham.
LAA 18/8/2006 Rio de Contas L. alnifolia Schauer
LTA 19/8/2006 Rio de Contas L. thymoides Martius & Schauer
LTB 20/12/2006 Feira de Santana L. thymoides Martius & Schauer
LAB Feira de Santana L. alnifolia Schauer

HF Feira de Santana Hyptis fruticosa Salzm ex Benth
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Obtencao dos extratos brutos

Os extratos brutos foram preparados no Laboratorio de Quimica de Produtos
Naturais e Bioativos (LAPRON/UEFS) pela Msc Cristiana da Purificacdo Pinto. Os
orgdos das espécies selecionadas foram secos a temperatura ambiente, ao abrigo
da luz, até peso constante, para estabilizacdo do material e foram pulverizadas em
moinho de facas. As extracdes foram obtidas a partir de folhas e caules, através de
maceracao em recipientes de vidro utilizando-se como solvente o metanol, por cerca
de 10 dias. Os extratos brutos foram concentrados em evaporadores rotatérios, sob
pressdo reduzida, em temperaturas relativamente baixas (40-42°C). O residuo de
solvente foi retirado por evaporacdo em capela de exaustdo. A agua residual
presente em alguns extratos foi liofilizada para, entdo, serem armazenados em

frascos de vidro.

Obtenc&o dos Oleos Essenciais

Os oOleos essenciais foram extraidos das folhas e caules pelo processo de
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger por 3 horas. Os 6leos obtidos foram
secos com sulfato de sédio anidro e armazenados a baixa temperatura (-20 C) até o

momento da analise.

Micro-organismo

O fungo M. perniciosa (CCMB 0257) foi gentilmente cedido pela Colecao de

Culturas de Micro-organismos da Bahia (CCMB).

Preparacao das amostras

Diferentes concentracfes dos extratos e Oleos essenciais de Lippia e Hyptis
foram preparadas através da dissolucdo dos mesmos em volumes adequados. O
diluente utilizado foi o metanol esterilizado por filtracdo em membrana filtrante com

porosidade de 0,22 um. ApOs este processo, em capela de fluxo laminar, as



97

solugdes obtidas foram dissolvidas assepticamente em meio estéril BDA fundente de
forma a se obter concentra¢des de 250, 500, 1000, e 4000 pg/mL.

Instalag&o do ensaio

A realizacdo dos ensaios de inibicdo in vitro do crescimento micelial foi
executada pelo método de diluicdo em Agar (SOYLU et al. 2007) com posterior
avaliacdo da taxa de crescimento radial (ZAMBONELLI et al., 1996). Os meios de
cultura com as diferentes concentra¢cfes obtidas foram transferidos para placas de
Petri. Discos de agar de 5 mm de diametro do crescimento ativo do micélio de M.
perniciosa, ou seja, retirados regido periférica do micélio ap6s 13 dias de
crescimento, foram transferidos individualmente para o centro de cada uma das
placas componentes de cada concentracédo e incubadas a 28°C em estufa. Placas
de Petri com apenas BDA e metanol foram utilizados como controle positivo de

crescimento.

Avaliacéo

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada apés 11 dias de incubacéo.
O efeito dos extratos sobre o crescimento micelial foi quantificado através de
medicdes do crescimento radial da colonia em dois eixos ortogonais (média das
duas medidas diametricamente opostas) tendo como referéncia o desenvolvimento
da placa controle, sendo posteriormente calculada uma média dos valores obtidos.
Foram realizados cinco tratamentos e trés repeticbes em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). As médias de diametro da colbnia aferidas na etapa anterior
foram expressas em percentagem de inibigcdo do crescimento micelial (ICM), usando
a formula, MGI (%) = [(d. - di) / d; x 100, onde d. = significa o diametro de
crescimento micelial encontrado em placas de Petri contendo o controle positivo e d;
significa o diametro de crescimento micelial a partir de placas de Petri contendo os
Oleos essenciais (PANDEY et al., 1982). A concentracgdo inibitoria minima (CIM) dos
Oleos ou extratos foi considerada a menor concentracdo que resultou em 100% de

inibicdo no crescimento micelial (DAOUK, et al 1995).



98

Andlise de dados

Os dados obtidos foram analisados através do programa SISVAR - Sistema
de Analise de Variancia (FERREIRA, 2000), onde foi realizada a analise de variancia
e a comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados de inibi¢cdo tratados estatisticamente e visualizados
na tabela 2, assim como visto nas figuras 1, 2, 3, 4 e 5, pode-se observar que,
guando comparadas com o controle, as amostras revelaram graus diferenciados de
inibicdo do crescimento micelial do fungo M. perniciosa.

Controle 25Qug/mL 500 pg/mL

\\.

1000pg/mL 2000ug/mL 4000 pg/mL



Controle

4000 pg/mL

Controle

=

25Qug/mL 500 pg/mL

.
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Figura 3: Atividade antifingica do extrato metandlico doleadeL. thymoides (LTA).
25Qug/mL

Controle

500 pg/mL

2000ug/mL

Figura 4: Atividade antifingica do extrato metandlico doubalL. alnifolia (LAA).

Figura 2: Atividade antifungica do extrato metandlico dathés deL. microphylla (LMB).
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Figura5: Atividade antifingica do extrato metanélico dabds del. thymoides ( LTB).

Controle 25Qug/mL ’ 500 pg/mL

1000pg/mL

Figura 6: Atividade antifingica do 6leo essencial de folhaanifolia (LAB).
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Figura 7: Atividade antifingica do 6leo essencial de folbeslyptis fruticosa (HF)

100
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Conforme visualizado nas Tabelas 2 e 3, é possivel observar que, as
amostras das espécies de L. microphylla (extratos de folhas de LMA e de folhas de
LMB), de L. alnifolia (extrato de caules de LAA e 6leo esséncia de folhas de LAB), de
L. thymoides (extrato de caules de LTA), e Hyptis fruticosa (6leo essencial de folhas
de HF), apresentaram resultados de inibicao total do crescimento micelial (CIM) em
concentracdes abaixo de 4000 pg/mL.

Tabela 02. Efeito in vitro de extratos vegetais sobre o crescimento micelial do

M. perniciosa.

Amostras Crescimento radial (mm)
Concentracao Controle 250 500 1000 2000 4000
(mg/mL)
Folhas de LMA 6,58 a 252Db 1,0lc 0,21d 0,00e 0,00e
Caule de LMA 6,58 a 6,15 a 6,25a 6,29a 6,26a 6,44a
Folhas de LMB 5,40 a 5,95 a 589a 3,80b 256c¢ 0,00d
Caule de LMB 5,40 a 5,54 a 5,65a 5,48a 5,6l1la 5,48a
Folhas de LAA 4,84 a 3,84b 3,87b 3,07c 1,01d 0,98d
Caule de LAA 4,84 a 3,65b 281lc 091d 0,00e 0,00e
Folhas de LTA 4,84 a 4,61 a 469a 4,71a 4,78a 4,77 a
Caule de LTA 4,84 a 3,18 b 3,08b 2,71c 2,41d 2,07d
Folhas de LTB 4,84 a 4.68 a 400b 3.68c 3.06d 3.03d
Caule de LTB 4,84 a 4,77 a 478a 4,8la 4,75a 4,73 a
Oleos essenciais

Folhas de LAB 4,50 a 2900b 1,50c 0,00d 0,00d 0,00d
Folhas de HF 450 a 2,20 b 230b 1,90c 0,00d 0,00d

Médias seguidas por letras distintas na horizontal diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Scott-Knott

Analisando-se a Tabela 3, onde estdo demonstradas as percentagens de
CIM, calculadas a partir da metodologia de Pandey et al (1982), é possivel perceber
que as amostras folhas de LMA, Folhas de LMB, Folhas de LAA, Caule de LAA,
Caule de LTA, Folhas de LTB, Folhas de LAB, e Folhas de HF apresentaram
atividade fungitoxica, bem como h& uma tendéncia de aumento do percentual da
inibicdo do crescimento micelial com o aumento da concentragdo das amostras
vegetais. Foi possivel observar também que, em algumas das contcentracdes
testadas dos extratos de caules de LMA, caules de LMB, folhas de LTA, folhas de

LTB e caules de LTB nao houve diferenca significativa dos resultados encontrados
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em relacdo aos do controle (geramente as concentracdes mais baixas, 250 e 500
Mg/mL).

De acordo com os dados plotados na Tabela 3 foi possivel visualizar que o
Oleo essencial obtido de L. alnifolia (LAB) apresentou o menor valor de CIM (1000
pMg/mL). De forma complementar, a amostra do extrato metandlico desta mesma
espécie, obtida a partir do caule de L. alnifolia (LAA), apresentou CIM de 2000
Mg/mL e assim como na amostra do Oleo essencial, valores elevados de
porcentagens de inibicdo do crescimento micelial (24,62%, 42,02%, 81,30%, 100,0%
e 100,0%). Nao existem relatos na literatura de outros estudos descrevendo os
resultados da atividade de inibicdo do crescimento micelial de M. perniciosa pela L.
alnifolia, porém, as propriedades antimicrobianas deste género sdo bastante
conhecidas (BASSOLE et al, 2003; VILJOEN et al, 2005), além disso, foram obtidos
trabalhos que descreveram a atividade antifingica de outras espécies deste género,
como o estudo realizado por Fontenelle et al (2007), onde, 1250 pg/mL foi o valor de
CIM obtido para a Candida tropicalis através do ensaio com o 0Oleo essencial de
Lippia sidoides, este 6leo também apresentou atividade bioldgica contra as espécies
de Candida tropicalis e M. canis.

A amostra de 6leo essencial da espécie Hyptis fruticosa apresentou maxima
inibicdo do crescimento micelial nas concentracées de 2000 ug/mL e 4000 pg/mL.
N&o foi possivel encontrar na literatura valores de MIC relacionados a Hyptis
fruticosa contra M. perniciosa, no entanto, Malele et al (2003) relataram uma forte
atividade antifungica para o 6leo de H. suaveolens nas concentracbes 500 e 1000
Mg/mL contra Saccharomyces cerevisiae, Mucor sp. e Fusarium moniliforme,
enquanto Asekun et al. (1999) relataram que o 6leo das folhas de H. suaveolens
(500 ug/mL / L) apresentaram atividade inibitoria significativa contra bactérias gram-
positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e Gram-negativas (Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa), e leveduras (Candida albicans). Recentemente
Moreira et al (2010) obtiveram resultados de inibicdo de cepas do género Aspergillus
em concentracbes de 80 pg/mL do dleo essencial derivado da espécie Hyptis

suaveolens.
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Tabela 03 — Efeito in vitro (% de inibicdo) de extratos vegetais e 0leos essenciais
sobre o crescimento micelial do M. perniciosa.

Concentracéo Inibicdo do Concentracéo Inibicdo do
(Mg/mL) crescimento (Mg/mL) crescimento
micelial (%) micelial (%)
Folhas de LMA Caules de LTA
250 61,7 250 34,3
500 84,7 500 36,4
1000 96,9 1000 44,0
2000 100,0 2000 50,20
4000 100,0 4000 57,2
Caules de LMA Folhas de LTB
250 - 250 -
500 - 500 17,4
1000 - 1000 24,0
2000 - 2000 36,8
4000 - 4000 37,3
Folhas de LMB Caules de LTB
250 - 250 -
500 - 500 -
1000 29,6 1000 -
2000 52,6 2000 -
4000 100,0 4000 -
Caules de LMB
250 -
500 -
1000 -
2000 - Oleos essenciais
4000 -
Folhas de LAA Folhas de LAB
250 20,7 250 35,5
500 20,0 500 66.7
1000 36,6 1000 100,0
2000 79,1 2000 100,0
4000 79,7 4000 100,0
Caules de LAA Folhas de HF
250 24,6 250 51,1
500 71,5 500 48,9
1000 81,2 1000 57,8
2000 100,0 2000 100,0
4000 100,0 4000 100,0
Folhas de LTA
250 -
500 -
1000 -
2000 -
4000 -

-: inativo (valores de crescimento radial praticamente iguais ao valor do controle com base
no ensaio estatistico, porcentagem de inibicdo ndo calculada)
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Conforme relatado por Knobloch et al. (1989), as propriedades lipofilicas dos
Oleos essenciais podem ter auxiliado na atividade fungitoxica das amostras
analisadas, pois auxiliam o processo de entrada na membrana plasmatica. Além
disso, existe a possibilidade de sinergismo entre os diferentes componentes do 0leo
na atividade antifangica (FRENCH, 1985). O mecanismo de ac¢do antifungica dos
Oleos essenciais pode estar relacionado a dois mecanismos diferentes: um esta
envolvido com a destruicdo irreversivel da membrana celular e o consequente
vazamento de eletrdlitos, aminoacidos e agucares, 0 outro esta atrelado a insercéao
seletiva dos 6leos essenciais em regides lipidicas da membrana perturbando sua
atividade (INOUYE et al, 2000).

Existiram diferentes resultados relacionados aos extratos obtidos a partir das
folhas e do caule das espécies L. microphylla, L. alnifolia e L. thymoides, isso pode
ser explicado pelas diferentes composi¢cdes encontradas nos extratos provenientes
destas difrentes por¢cbes anatomo-vegetais, de forma que, os dados adquiridos no
estudo poderdo direcionar a utilizacdo do 6rgdo que melhor apresentou resultados
de inibicdo do crescimento micelial frente a M. pernciosa.

As amostras de folhas de e LMA e LMB, apesar de oriundas da mesma
espécie L. thymoides, apresentaram resultados de CIM de 2000 pg/mL e 4000
Mg/mL respectivamente. Estas variagbes nos resultados, possivelmente ocorreram
em funcao das coletas terem sido realizadas em periodos e locais distintos, pois a
composi¢cdo quimica de extratos vegetias pode ser alterada em resposta a fatores
genéticos ou edafo-climaticos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

CONCLUSOES

Considerando os baixos custos, 0s minimos riscos ambientais e toxicoldgicos
da utilizagdo de produtos vegetais, 0s resultados obtidos neste estudo foram
relevantes para o desenvolvimento de novas estratégias racionais de controle do
crescimento do fungo patogénico M. perniciosa.

Os resultados revelaram que os 6leos e extratos de Lippia e Hyptis, mesmo
em baixas concentracbes sdo ativos contra o fungo M. perniciosa. Todas as
amostras revelaram atividade fungitdxica significativa, com destaque para a espécie

L. alnifolia, que apresentou os menores valores de CIM encontrados.
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Considerando a utilizacdo dos produtos vegetais testados no presente
trabalho num cacaueiro contaminado por M. perniciosa, sera interessante a
realizagdo de ensaios in vivo complementares a serem executados em trabalhos
futuros, de maneira a corroborar com as evidéncias elucidadas neste trabalho.

De forma complementar, a descricdo quimica e o detalhado mecanismo de
acdo fungitoxica dos componentes das amostras utilizadas, também poderao trazer
como resultado uma maior eficacia na utilizacdo destes produtos no controle do
crescimento do fungo. Geralmente o processo de isolamento dos componentes
ativos pode ser efetuado por processos de fracionamentos biomonitorados, a fim de

isolar um ou mais compostos responsaveis pela atividade.
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