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RESUMO

Pires, Felipe de Carvalho. Estudos computacionais de potenciais inibidores da
proteina quitinase.
Monografia apresentada a Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG™.

Valsa mali é a causa direta do cancro da maca, o fungo é um parasita que
fica nos ferimentos causados pelo vento, podas, insetos, entre outras causas.
Possui poder de penetracdo nas células vivas do hospedeiro, entretanto prospera
em feridas onde as células vizinhas estdo mortas e produz uma massa de hifas que
penetram as células vivas secretando enzimas. O composto 4-metil-1,2,3-
tiadiazole-5 carboxaldeido benzoil hidrazona, um pesticida, mostrou atividades
antifingicas de amplo espectro, sendo eficaz contra Valsa mali, Botrytis cinerea,
Pythium Aphanidermatum, Rhizoctonia solani, Fusarium moniliforme e
Alternaria solani. A sintese de novos pesticidas eficazes na prevencdo e no
combate a pragas é de grande importdncia devido ao aumento no cultivo e
producdo de alimentos suficientes para abastecer uma populacéo crescente. Com
0 objetivo de entender o0 modo de interacdo fungicida-proteina para propor novos
compostos mais eficientes e menos poluentes, estudos de ancoramento molecular
foram realizados visando a proteina quitinase. Apresentando uma correlacéo
favoravel entre a energia MolDock Score e a atividade bioldgica ECx.
Palavras-chave: Valsa mali. Quitinase. Fungo. Fungicida. Ancoramento

molecular.

'Comité Orientador: Profa. Dra Elaine Fontes Ferreira da Cunha — UFLA (Orientadora)
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1. INTRODUCAO

O aumento da populagdo mundial e o consumo crescente de alimentos,
faz com que a agricultura e a pecuéaria sejam uma das atividades econdmicas
mais importantes de varios paises, incluindo o Brasil, dessa forma para chegar
nas metas de producdo faz se necessario o uso de grandes quantidades de
pesticidas nas plantagbes, com a intencdo de prevenir ou combater pragas,
visando assegurar maior produtividade (MELLO; SILVEIRA, 2012).

Muitos produtos sdo utilizados para eliminar formas de vida vegetal ou
animal indesejaveis nas culturas agricolas e na pecuéaria. As primeiras
substéancias utilizadas para combater pragas ou doencas foram o enxofre, a cal e
alguns sais de arsénio. Apdés a Segunda Guerra Mundial, o nimero de
substancias novas e 0 uso extensivo dessas na agricultura aumentaram
significativamente (GONCALVES, 2016).

Fungicidas sdo produtos quimicos capazes de prevenir infeccdo de
tecido de plantas vivas, causada por fungos fitopatogénicos. O conceito mais
abrangente de fungicidas sdo compostos quimicos empregados no controle de
doencas causadas por fungos, bactérias e algas. Em alguns casos, esses
compostos quimicos ndo eliminam os fungos, apenas inibem temporariamente a
germinacgdo dos esporos. O fendbmeno de inibicdo temporaria da germinacao ou
do crescimento fangico é denominado "Fungistase” e os produtos com essas
propriedades sdo "Fungistaticos". Em outros casos, 0s compostos quimicos de
acdo fungitoxica inibem ou previnem a producdo de esporos, sem afetar o
crescimento vegetativo do micélio do fungo. Fungicidas deste tipo sdo
denominados "Anti-esporulantes”. Cada produto fungicida é constituido por
duas partes distintas: o ingrediente e o principio ativo, que é responsavel pela
acdo do produto, e o ingrediente inerte, que serve de veiculo e diluente para o
ingrediente ativo (GARCIA, 1999).
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O densenvolvimento de novos fungicidas pode se dar devido a
resisténcia desenvolvida, em alguns casos por causa de mutacdo, do patdgenos
aos fungicidas (BRENT, 1999)

Valsa é um género de fungos da familia Valsaceae, existem cerca de 70
espécies no género, sendo que Valsa mali é uma das espécie do género que
infecta macds, trazendo prejuizos as plantacdes (ABE et al., 2011). No ciclo de
vida da Valsa mali detectou-se a enzima quitinase, desempenhando um papel
fundamental na reproducio do fungo (SCHUTTELKOPF et al., 2010).

Em estudos de atividades antifungicas, in vitro, andlogos tiadiazdis
foram testados com sucesso contra quatro fungos fitopatogénicos, incluindo
Phytophthora capsici, Colletotrichum gloeosporioides, Valsa mali e Alternaria
alternate. A fim de entender como estes inibidores atuam no sitio de interacao, a
proteina quitinase foi escolhida para os estudos de ancoramento molecular
(ZHANG et al., 2016).

2. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivos descrever as interacdes entre 0s
inibidores derivados do Tiadinil e a proteina quitinase, através do uso da técnica

de ancoramento molecular (Docking).
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Reino Fungi

O reino Fungi é um grupo de organismos eucariotas que crescem como
leveduras unicelulares se reproduzindo por gemulacdao ou por fissdo binaria. A
parede celular é formada por quitina e glucanos (LOGUERCIO-LEITE et al.,
2006). A Valsa é um género de fungos da familia Valsaceae, responsavel pelo
apodrecimento precoce das magds (Figura 1) (ABE et al., 2011). Um estudo
mostrou que V. mali tem viruléncia baixa e que feridas causadas por atritos
mecénicos, frio e queimaduras solares, favorecem a infec¢do na macd (ADAMS;
ROUX; WINGFIELD, 2006). Uma vez dentro do tecido hospedeiro, o fungo

pode induzir a dilaceragdo do tecido e a morte celular (KE et al., 2013).

Figura 1. Fungo Valsa Mali ha maca e no tronco da macieira.

Fonte: plantix.net
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O fungo V.mali em troncos de macieira causa extensa lesdes necroticas
podendo causar até a morte de toda a arvore como mostra a Figura 1. Para
controlar essa doenca, a casca infectada € raspada e fungicidas sdo aplicados nos
sitios infectados. N&o é estabelecida uma estratégia de gestdo eficaz da doenca
devido a falta de informacdo sobre o mecanismo de resisténcia. Portanto, é
urgente investigar as respostas do hospedeiro, identificar genes de resisténcia
contra V. mali e como inibi-lo (YIN, 2016).

3.2 Fungicidas

Fungicidas sdo produtos quimicos capazes de previnir infeccdo por
fungos, bactérias e algas. Todo fungicida deve ser in6cuo ao homem, animais,
plantas e a microorganismos benéficos ao meio ambiente. Porém, isso nem
sempre é verdade. A toxidez de fungicidas é tdo grave, que nos paises
desenvolvidos existem leis que controlam rigorosamente as tolerancias e
limitacbes dos residuos nos diversos produtos de origem agricola para o
consumo humano e de animais, no Brasil a lei que regulamenta os pesticidas é a
lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentado pelo decreto de n°
4.074/2002. A fitotoxidez ¢ influenciada principalmente pela concentracdo do
fungicida e pela temperatura do ambiente (GARCIA, 1999). Atualmente,
existem no mercado fungicidas das mais variadas classes quimicas, como
carbamatos, fenodlicos, fenilpirrélicos, anilinopirimidinas, e analogos da
estrobilurina, os quais sdo utilizados no controle de pragas (GONCALVES,
2016). No Anexo 1 encontra-se uma lista dos fungicidas divididos em grupos de
acordo com o sitio de acéo.

Os carbamatos sdo derivados do acido carbamico e, assim como 0s
organofosforados, inibem a acetilcolinesterase, porém, a reacdo é reversivel
(WARE; WHITACRE, 2004). Alguns compostos (Maneb ®, Dithane ®) contém



15

manganés, que pode desencadear o mal de Parkinson. Além disso a presenca de
etileno-etilureia (ETU), como impureza de fabricagdo, tem efeitos
carcinogénicos (adenocarcinoma de tiredide), teratogénicos e mutagénicos em
animais de laboratério. Os dinotrofendis (ex.: Binapacril), por sua vez, sdo
desacopladores da fosforilacdo oxidativa na mitocondria. Atualmente, eles sdo
usado por atletas de fisiculturismo para perda rapida de peso, porém é muito
toxico (WARE; WHITACRE, 2004).

Hexaclorobenzeno (HCB) é um fungicida organoclorado de uso proibido
na maioria dos paises por ser neurotoxico. Porém, ele pode ser gerado como
subproduto durante a fabricacdo de solventes clorados e agrotdxicos, como
tetracloroetileno, tricloroetileno, tetracloreto de carbono, cloreto de vinila,
atrazina, propazina, simazina, pentaclorofenol, clorotalonil e
pentacloronitrobenzeno. No Brasil, a maioria do HCB existente tem origem nos
processos de producdo em industrias quimicas de grande porte (RODRIGUES et
al., 2007).

Organoestanicos (OTs, do inglés "organotins™) sdo caracterizados pela
presenca de uma ou mais ligagcfes estanho-carbono e apresentam a formula geral
RnSnX4n, onde R é um grupo alquil ou aril, X € uma espécie aniénica, como
cloreto, 6xido, hidréxido ou outro grupo funcional, e n varia de 1 a 4* (GODOI;
FAVORETO; SANTIAGO-SILVA, 2003).

Triazois pertencem ao grupo dos inibidores de biossintese de esterois, o
qual constitui 0 maior e 0 mais importante grupo de compostos ja desenvolvidos
para o controle de doengas fungicas de plantas e animais, exibindo varios graus
de sistemicidade e, frequentemente, altissima poténcia antifungica (SANTOS;
SANTOS; FARIA, 2018).

Estrobilurinas inibem a respiragdo mitocondrial pelo bloqueio da
transferéncia de elétrons no complexo citocromo-bcl. O sitio de ligacdo é a

oxiredutase ubihidrogquinona citocromo-c, a qual impede a chegada de oxigénio
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na célula. Essa acdo interfere na formacdo de ATP, que é a energia vital para o
crescimento dos fungos. Algumas das estrobilurinas mais comuns sdo a
azoxistrobina, metil-cresoxima, picoxistrobina, fluoxastrobina, orizastrobina,
dimoxiystrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina. A descoberta do poder
fungicida das estrobilurinas representou um significativo desenvolvimento na
producéo de fungicidas baseados em compostos derivados de fungos (SANTOS;
SANTOS; FARIA, 2018).

As Carboximidas, assim como as estrobilurinas, atuam interrompendo o
processo em complexos proteicos, privando o patdgeno de ATP. Tem efeito
inibidor sobre a producdo da enzima succinato desidrogenase (SDHI),
impedindo a oxidacdo de succinato para fumarato (CECHINEL FILHO et al.,
2003).

Os tiadiazois sdo citados na literatura como um agente ativador dos
mecanismos de defesa de plantas, protegendo-as sistemicamente contra uma
larga gama de doencas causadas por fungos (TSUBATA et al., 2006). O tiadinil
(1,2,3-tiadiazole) é um tiadiazol desenvolvido pela Nihon Nohyaku Co. Ltd.,
sendo muito estudado por causa da sua baixa toxicidade em animais (TSUBATA
et al., 2006).

Através das pesquisas realizadas com o tiadinil, novos compostos com
alta atividade biologica foram sintetizados, como o 4-metil-1,2,3-tiadiaz6i-5,
derivado de carboxaldeido benzoil hidrazona, o qual é sintetizado introduzindo
hidrazona de carbo-hidrazida na estrutura do tiadinil para substituir a ligacdo
amida, como mostra a Figura 2 (ZHANG et al., 2017).
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Figura 2. Rota sintética do 4-metil-1,2,3-tiadiaz6i-5 a partir do tiadinil.

i\ : N
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a0 ™ N 0
\ |
57\ '\
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S hidrazona carbohidrazida
Tiadinil Compostos 8

Fonte. (ZHANG et al., 2017).

Os compostos sintetizados mostraram atividades fungicidas de amplo
espectro contra Valsa mali, Botrytis cinerea, Pythium Aphanidermatum,
Rhizoctonia solani, Fusarium moniliforme e Alternaria solani. A andlise entre a
estrutura e a atividade do composto 4-metil-1,2,3-tiadiazole (Figura 2) e seus
derivados indicaram que a posicdo do substituinte R no anel benzeno teve um
papel importante nas atividades fungicidas: posicdo -meta exibiu atividade mais
fraca do que a posicdo -para, no entanto, melhor do que a posi¢do -orto. Além
disso, os grupos retiradores de elétrons sdo mais favoraveis a atividade do que os
grupos doadores de elétrons na mesma posi¢do (ZHANG et al., 2017). Estudos
mostraram que analogos tiadiazéis podem atuar como inibidores da enzima
quitinase controlando a proliferacio de fundos em plantas (SCHUTTELKOPF et
al., 2010; XU et al., 2011).

3.3 Quitinases

Quitinases (EC 3.2.1.13) sdo enzimas amplamente encontradas na
natureza, existindo em uma grande diversidade de organismos, tanto eucariotos
como procariotos, estando incluso entre estes os fungos (WANG et al., 2012).

Quitinases catalisam reacbes de hidrolise da quitina (B-(1-4) N-
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acetilglicosamina) e de quitodextrinas através de um sistema quitinélico no qual
atua de maneira sinérgica e consecutiva (Figura 3) (FLEURI; SATO, 2005). A
quitina esta presente no esqueleto de artrépodes, crustaceos, parede celular de
fungos e na casca de ovo de nematéides (SCHUTTELKOPF et al., 2010).

Figura 3. Hidrdlise da quitina pela quitinase.
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CHaOH
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Fonte. (FLEURI; SATO, 2005).
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||: 0
CH;

principais, as

endoquitinases e as exoquitinases (Figura 4). As endoquitinases clivam a quitina

em sitios aleat6rios no interior do polimero, liberando quito-oligossacarideos

(quitotetraose, quitotriose). As exoquitinases clivam a quitina a partir da sua
extremidade ndo redutora, liberando dimeros de (GIcNAc), (DUO-CHUAN,

2006). Também foram descritas as endo-exoquitinases, que apresentam as duas

atividades (SILVA et al., 2005). As duas classes principais de quitinases sdo
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distintas das B-(1,4) N-acetilglicosaminidases, que atuam sobre os produtos da
acdo das quitinases, convertendo-os em N-acetilglicosaminas.

Figura 4. Classificacdo das quitinases.

R A7 R

A i ‘%'" . :/n%“‘ > (}/n\f/:;o._z_; i

N - A7 N A

Endoquitinases

ARy e

7o A —

Quitobiosidades

| [Eroquitnases

-

1-4-B-N-acetilglicosaminidases

Fonte. (POLLA, 2010).

As quitinases pertencem a duas familias dentro de glicosil hidrolases
(GH), a familia 18 e 19. A familia 18 GH é encontrada em grande parte das
quitinases procariontes e eucariontes, sendo utilizada no mecanismo de catalise
auxiliada por substrato, degradam a quitina que desempenha papéis-chave nos
ciclos de vida de fungos patogénicos, nematoides, maléria e insetos. A familia
19 GH engloba quitinases de plantas e de bactérias GRAM positivas que
demonstram catalise acida (WANG et al., 2012).

Na maioria dos fungos, a quitina é 0 maior componente estrutural da

parede celular. E o segundo biopolimero mais abundante depois da celulose e
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esta geralmente ligada a outros polissacarideos e proteinas (XU et al., 2011). A
quitina também é encontrada em volta do circulo de constri¢do entre a célula
mae e a jovem do fungo (FLEURI; SATO, 2005). Assim, a inibicdo da quitinase
levara a morte do fungo (ZHANG et al., 2016).

3.4 Quimica Computacional

A modelagem molecular engloba principalmente o planejamento
racional de novos compostos bioativos, envolvendo a sintese e modificacdo
molecular de substancias, o isolamento de principios ativos naturais, a
compreensdo em nivel molecular de processos bioquimicos/farmacoldgicos,
toxicoldgicos e farmacocinéticos (do AMARAL; MONTANARI, 2002).

A combinacdo de bancos de dados em rede como o Protein Data Bank
(PDB), Royal Society of Chemistry (RSC) entre outros, e de programas
computacionais de quimica sdo ferramentas elementares para a descoberta e
planejamento de farmacos, pesticidas, herbicidas e outras moléculas. Com estas
informacgbes, pode ser feita uma investigacdo das interacBGes entre ligante e
receptor, elucidacdo de mecanismos de reacdo assim como a relagdo entre a
estrutura quimica e atividade biologica (CARVALHO et al., 2003).

Os modelos moleculares gerados pelo computador sdo resultantes de
equacdes matematicas que estimam as posicdes e propriedades dos elétrons e
nacleos, os céalculos realizados exploram, de forma experimental, as
caracteristicas de uma estrutura, fornecendo uma molécula sob nova perspectiva
(CARVALHO et al., 2003). O ponto de partida para esse tipo de estudo é a
estrutura tridimensional do alvo molecular escolhido.

O ancoramento molecular é uma técnica computacional que tem como
objetivo estabelecer uma relacdo entre ligantes e um alvo bioldgico (bio-

macromolécula) que é muito utilizada no desenvolvimento de novos compostos
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(DE OLIVEIRA, R. G.; ALENCAR-FILHO, E. B.; VASCONCELLOS, M. L.,
2014), pois envolve a predicdo da conformagdo do ligante e sua orientacdo
dentro do sitio de interagdo da macromolécula.

Com o objetivo de entender o mecanismo de interacdo de um inibidor, é
essencial saber o posicionamento tridimensional para a sua interacdo molecular
com a o alvo. A predicdo da geometria e da energia de interacdo é de grande
interesse para o planejamento de novos compostos (IWATA et al., 2000).

Esse processo de predicdo da conformacédo do ligante dentro do sitio de
interacdo da proteina é conhecido mais comumente como Docking. Através de
calculos de energia das conformacdes geradas, a conformacdo mais estavel é
aquela energeticamente mais favoravel quando esta ligada ao receptor. A
hipétese geral é que, valores mais baixos de energia representam melhores
interacOes entre proteina-ligante em comparagdo com valores mais elevados de
energia (THONSEN; CHRISTENSEN, 2006). No entanto, para encontrar a
estrutura do complexo proteina-ligante mais estavel é necessario analisar todos
0s modos de interacdo, considerando a flexibilidade conformacional do ligante.
(MIZUTANI et al., 1994).

As conformacdes estruturais mais confidveis da proteina sdo obtidas
por analise de raios-X de cristais do complexo proteina-ligante, entretanto ndo é
facil obter tais dados experimentalmente. A simulacdo computacional € uma das
mais importantes técnicas de investigacdo das interacbes moleculares entre a
proteina e o ligante nos casos em que a estrutura 3D da macromolécula ja foi
elucidada (GUIMARAES, 2010; SILVEIRA, 2003).

O Molegro Virtual Docker é uma plataforma integrada para prever as
interacbes proteina-ligante, trata se de todos os aspectos do processo de
acoplamento desde a preparacdo das moléculas até a determinacdo dos

potenciais locais de ligagdo da proteina alvo e previsdo dos modos de ligacdo
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dos ligantes. (DE OLIVEIRA, R. G.; ALENCAR-FILHO, E. B,
VASCONCELLOQS, M. L., 2014).

Os valores da fungdo do ancoramento (Docking Scoring Function),
Escore, USados pelo programa Molegro Virtual Docker (MVD), séo definidos pela
Equacéo 1.

Escore = Einter + Eintra Equacdo 1

Em que o termo Ej, corresponde a energia de interacdo ligante-

proteina, definido de acordo com a Equacdo 2
Elnter = Zieligante EjEproteina [EPLP (Tij) +332.0 ilr_qzj] Equa(;éo 2
ij

O primeiro termo Epp, representado na Equacdo 2, é um termo de
energia potencial do ligante, sendo usado dois conjuntos diferentes de
parametros, em que o0 primeiro é uma aproxima¢do do termo estérico (van der
Waals) entre atomos, e outro, um potencial para a ligacdo de hidrogénio. O
segundo termo descreve as interacdes eletrostaticas entre atomos carregados,
sendo o potencial de Coulomb com uma constante dielétrica dependente da
distancia (D(r) = 4r). O valor numérico de 332,0 fixa as unidades de energia
eletrostatica para kcal mol™ (THONSEN; CHRISTENSEN, 2006).

O termo E;jy, corresponde a energia interna do ligante e é definido de

acordo com a Equacéo 3.

Eintra = Z Z EpLp (rij) + Z Al - cos(m.0 — 90)] + Epenalizada

icligante jeligante ligacdes flexiveis
Equacéo 3

As duas primeiras somatorias representam todos os pares de atomos do
ligante, excluindo os pares de atomos que estdo conectados por duas ligagdes. O
segundo termo ¢ a energia de tor¢do, em que 0 ¢ o angulo de tor¢ao da ligagdo.

A média da contribuicdo de tor¢do da ligacdo da energia é usada se varias
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torgdes sdo determinadas. O Ultimo termo, Epenalizada, € UM termo de correcéo no
qual designa uma penalidade de 1.000 se a distancia entre dois atomos pesados
(mais de duas ligacBes distantes) for menor que 2,0 A, punindo conformagdes
inexistentes do ligante. Logo, essas funcdes sdo usadas para ancorar
automaticamente uma molécula flexivel em uma molécula molde (proteina).
(RAMALHO et al., 2009; THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

A flexibilidade da cadeia lateral dos residuos de aminoacidos préximos a
cavidade pode ser considerada. Para tal, um potencial “soft” é utilizado, onde
pequenas sobreposicdes de Van der Waals na superficie da proteina é permitida.
Ao final, minimizaces de energia sdo realizadas para ajustar as posi¢fes dos
atomos.

As multiplas conformagfes obtidas no ancoramento sdo selecionadas
usando um agrupamento de algoritmos. O conjunto de solucdes é escolhido de
acordo com o escore de energia. O primeiro membro é adicionado ao primeiro
cluster e ele sera o representante, os demais serdo adicionados ao cluster mais

semelhante usando a medida do RMSD (do inglés Root Mean Square deviation).

4. METODOLOGIA

4.1. Dados Bioldgicos

Na Tabela 1 estdo apresentadas as estruturas do 4-metil-1,2,3-tiadiazole-
5 carboxaldeido benzoil hidrazona e dos seus derivados, inibidores da familia 18
quitinase, utilizados nesse trabalho e seus respectivos valores de ECso,
concentragdo necesséria para induzir 50% de resposta. Os compostos foram

sintetizados e avaliados biologicamente por Jing-Peng Zhang e colaboradores.
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Tabela 1. Estruturas do 4-metil-1,2,3-tiadiazole-5 carboxaldeido benzoil
hidrazona e dos seus derivados e suas respectivas atividades biolégicas
(ZHANG et al., 2017).

Composto Estrutura ECso (ug mL™)

N o)
/
g N(LN I 15,0
d S \NH )
CH,
N 0 F
b N/(LN H 50,0
8 s ZSNH :
N o)
SO
N 9,4
8c \S /N\NH F
N
78 ﬁ
8d N N 7,1
S Z NH ’
CHg
N o) cl
/
8h N(LN H 19,4
S \NH 7




“Tabela 1, continuagdo”
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Composto Estrutura ECso (ug mL™)
CH
N 3 o
N/ \ |
8i \ N cl 3,8
S NH ’
CH
/}\l 3
) S Za ’
Cl
CHj
N
// \ ﬁ Cl
8k " N 8,2
S -~ "NH !
Cl
CHj3
/}\‘ 0 cl
N\ \ =N H
8l S NH 36,9
Cl
CH,
N
a0 1
\ N
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“Tabela 1, continuacdo”

Composto Estrutura ECso (ug mL™Y)
CH
N 3 o
7|
N |
\ N\
8n S Z~ "NH 1,9
F
F
F
CH -
N 3 o O§N+,O
7|
80 " N | 50
S NH
CH,

N o) o)
e I I,
8p \S /N\ N\O— 4618

8q

~
NH/\©\ 10,2
+§O
N

8r Ng NS\ CHs 50



“Tabela 1, continuacdo”

Composto Estrutura ECso (ug mL™Y)
CH
N 3 o
7
8s S = \NH/\O\ 0,9
CHj3
CH
N 3 o
7
N I
\ N\
CH,
H
TR
CH
N 3 o
N/( | N | 25,2
CH
o7 ?
N CHjy
O OH
N/(LN 20,8
8v S Z NH ’

8w 10,9
CH
o” ®
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“Tabela 1, conclusdo”

Composto Estrutura ECso (ug mL™Y)
CH
N 3 o
N
\ N
8x S = ~NH O> 50
O
AN
HaC NH
Tiadinil — 7,6
Cl
N S
\N/
CH,

4.2. Ancoramento Molecular

Atualmente, no banco de dados de proteinas ndo é possivel encontrar a
estrutura da quitinase para o V. mali por Raios-X ou RMN. Entdo, apds uma
busca por sequéncias similares em outros fungos, o estudo de ancoramento
molecular foi utilizado com a estrutura tridimensional (3D) da proteina da
Familia 18 quitinase, obtida por difracdo de raio-X, disponivel no PDB sob o
codigo 2A3C com resolucdo de 2,07 A. Essa estrutura estd complexada com o
inibidor pentoxifilina [3,7-dimethyl-1-(5-oxohexyl)-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-
dione] (RAO et al., 2005).

As estruturas 3D dos potenciais inibidores foram construidas, otimizada e as
cargas parciais calculadas através do programa Gaussian 09W utilizando o
método DFT ®B97XD 6-31G (GAUSSIAN 09, Revision A.02; GAUSSIAN,
Inc.: Wallingford, CT, 2016.). Esse processo € necessario para obter a

conformagdo inicial dos compostos para o estudo de ancoramento molecular.
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As cargas parciais dos atomos da proteina foram calculadas através do
programa Discovery Studio 2016, utilizando o método de Gasteiger-Marsili, é
um algoritmo de Equalizagdo Parcial de Eletronegatividade Orbital (PEOE) usa
um algoritmo iterativo para calcular cargas parciais em atomos para uma ampla
gama de elementos comuns (MITTAL et al.,, 2009). Tal procedimento foi
necessario para que os atomos dos residuos da proteina tivessem cargas parciais
mais confiaveis, possibilitando um estudo mais fino da interacdo dos ligantes
com a proteina.

Apbs a preparacdo da proteina, a mesma foi importada para o workspace do
programa MVD, onde as cavidades (possiveis sitios de interacdo) foram
calculadas usando um algoritmo, o qual cria uma caixa gradeada com resolugédo
de 0,8 A, simulando a proteina. Em cada ponto, uma esfera de raio de 1,4 A é
criada. O volume inacessivel é verificado quando a esfera se sobrepde aos
atomos (raio de van der Waals) da proteina. Os pontos restantes sdo
considerados volumes acessiveis. Dentre as varias cavidades calculadas, as duas
onde se encontrava o ligante pentoxifilina cristalizado serviram como base para
a selecdo.

Em seguida, os ligantes foram importados também para o programa MVD,
de forma que suas cargas parciais atdbmicas ndo fossem recalculadas. O
ancoramento foi realizado para determinar as melhores conformacBes entre
proteina e ligante, sendo necessario dividi-lo em trés partes. Na primeira parte
cada ligante foi ancorado na cavidade 1 enquanto a cavidade 2 permanecia
vazia, na segunda parte cada ligante foi ancorado na cavidade 2 enquanto a
cavidade 1 permanecia vazia e na terceira e Ultima parte as melhores poses de
cada ligante da primeira parte foi escolhida e permaneceram na cavidade 1

enguanto na cavidade 2 ocorriam 0s ancoramentos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos de ancoramento molecular

Os inibidores foram ancorados em dois sitios de ligacdo da quitinase
(Figura 5). O primeiro (SL1) apresenta um volume de 85.50 A% e ¢ delimitado
pelos residuos de aminoacidos: Tyr48, Trp52, Arg 57, Phe76, Gly136, Trp137,
Thel38, Tyr245, Asp246, Tyr299, Arg301, Glu322 e Trp384. O segundo (SL2)
apresenta um volume de 136.192 A® e é delimitado pelos residuos de
aminoacidos: Trpl37, Tyrl78, Ala220, Gly221, Lys224, Met243, Asp246,
Tyr247, Ser250, Phe251, Phe273, Arg301 e Glu322. O residuo Trpl37 separa 0s
dois sitios. A pesquisa conformacional foi realizada considerando-se o inibidor
dentro de cada sitio, individualmente, e em ambos, mantendo uma conformacéo
no sitio SL1 e pesquisando a outra no sitio SL2. Os residuos de aminoacidos
Trp384, Glu322, Arg301, Tyr299, Asp246, Tyr245, Thrl38, Trpl37, Gly136,
Phe76, Arg57, Trp52 e tyrd8, tiveram suas cadeias laterais mantidas flexiveis
durando a execucdo do ancoramento. As energias do MolDock Score, interagao
intermolecular e de ligacdo de hidrogénio entre os ligantes e os sitios foram
calculados e estdo apresentadas nas Tabelas 2 (sitio de ligagdo SL1), 3 (sitio de
ligagdo SL2) e 4 (os dois sitios, SL1/2).
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Figura 5 Estrutura secundaria da quitinase 2A3C com os dois sitios de
ligacdo separados pelo residuo Trp137.

Tabela 2. Valores de MolDock Score (kcal mol™), energia
intermolecular (kcal mol™) e de ligacdo de hidrogénio (kcal mol™) e pECs (-

logECs), para 0s compostos ancorados no sitio SL1 da proteina quitinase.

Composto MolDock Energia Ligacao de PEC:s
Score intermolecular Hidrogénio
8a -115,12 -117,42 -4,13 4,22
8b -109,82 -114,82 -7,00 3,72
8c -118,89 -126,74 -7,43 4,45
8d -121,97 -128,50 -5,78 4,57
8h -116,72 -122,15 -3,11 4,16

8i -124,91 -136,33 -3,39 4,87
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8j -123,70 -124,78 -7,84 5,00
8k -119,63 -126,57 -4,72 4,58
“Tabela 2, conclusdo”

8l -113,50 -118,93 -3,41 3,93
8m -120,46 -131,60 -5,97 4,60
8n -129,38 -134,62 -7,42 5,22
80 -114,00 -121,52 -10,49 3,77
8p -114,53 -125,18 -14,82 3,79
8q -120,11 -126,22 -9,11 4,46
8r -105,59 -112,06 -11,41 3,72
8s -117,78 -122,86 -8,06 4,38
8t -119,76 -128,43 -7,71 4,51
8u -114,54 -118,33 -11,38 4,04
8v -116,94 -122,64 -12,32 4,10
8w -118,12 -131,42 -3,56 4,49
8x -111,49 -117,23 -8,90 3,76
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Tiadinil -117,29 -125,83 -6,69 4,55

Tabela 3. Valores de MolDock Score (kcal mol™), energia
intermolecular (kcal mol™) e de ligac&o de hidrogénio (kcal mol™) e pECs , para

0s compostos ancorados no sitio SL2 da proteina quitinase.

Composto MgéErOeCk inteErZ?)rlgicalljlar rl;iig ?ggg noilg PECs0
8a -100,62 -102,63 -7,93 4,22
8b -98,37 -103,67 -5,58 3,72
8c -97,66 -102,53 -7,64 4,45
8d -95,40 -102,60 -10,92 4,57
8h -99,48 -108,06 -3,71 4,16
8i -100,35 -99,93 -13,05 4,87
8j -107,47 -111,66 -8,08 5,00
8k -89,00 -95,68 -4,02 4,58
8l -97,42 -101,60 -11,00 3,93
8m -99,56 -111,33 -7,90 4,60
8n -101,95 -103,63 -7,74 5,22
8o -96,06 -105,45 -5,09 3,77
8p -96,29 -96,70 -0,65 3,79

89 -100,59 -102,41 -6,36 4,46
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8r -78,63 -80,19 -2,44 3,72

8s -94,34 -99,33 -7,65 4,38

“Tabela 3, conclusdo”

Composto Mgtlzgfe(:k intelfsw?)rlgiilar tI;iig ?gggn?g PECso
8t -100,01 -102,63 -9,31 4,51

8u -95,66 -99,04 -4,67 4,04

8v -08,18 -100,62 -3,63 4,10
8w -96,38 -102,53 -7,47 4,49

8x -95,55 -99,51 -7,32 3,76
Tiadinil -85,68 -86,89 -3,62 4,55

Tabela 4. Valores de MolDock Score (kcal mol™), energia
intermolecular (kcal mol™) e de ligacdo de hidrogénio (kcal mol™) e pECs; ,

para 0s compostos ancorados no sitio SL1/2 da proteina quitinase.

Composto Mglgl?eCk inteErgi)rlgica:JIar rl;iig ?ggg n?g PECso
8a -97,54 -106,30 -7,33 4,22
8b -93,89 -94,77 -5,66 3,72
8c -97,69 -99,49 -9,05 4,45
8d -102,86 -105,36 -3,50 4,57
8h -94,13 -101,54 -10,58 4,16

8i -105,55 -115,23 -4,03 4,87
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8 -107,28 -108,07 -6,98 5,00

8k -101,87 -106,06 -8,18 4,58

“Tabela 4, conclusdo”

Composto Mgtlzgfe(:k intelfsw?)rlgiilar tI;iig ?gggn?g PECso
8l -93,54 -95,78 -2,42 3,93
8m -104,45 -105,54 -4,73 4,60
8n -109,06 -111,25 -8,76 5,22
80 -79,69 -81,25 -3,04 3,77
8p -88,16 -94,05 -2,99 3,79
8q -101,83 -10,50 -7,31 4,46
8r -79,44 -85,81 -1,23 3,72
8s -97,11 -101,01 -6,72 4,38
8t -100,76 -102,54 -7,96 4,51
8u -99,45 -103,46 -7,78 4,04
8v -100,19 -103,50 -8,75 4,10
8w -98,07 -106,45 -4,16 4,49
8x -89,31 -94,78 -6,01 3,76

Tiadinil -86,3713 -87,0254 -3,6741 4.55

Baseando-se nos resultados das tabelas 2, 3 e 4, andlises de correlagdo

usando o coeficiente de Pearson (rp) e de Spearman (rs) foram utilizadas para



36

representar os valores de energia e as atividades (pECsy = -logECsp). A0

contrario do coeficiente de Pearson, o coeficiente de Spearman ndo exige a

suposicdo de que a relacdo entre as varidveis seja linear, nem requer que as

mesmas sejam quantitativas.

Observando os resultados obtidos dos gréaficos, trés topicos formam

formulados:

i)

iD)

Os graficos 1 e 2 referem-se ao acoramento dos inibidores
somente no sitio SL1. Um coeficiente rp de 0,93 foi observado.
Uma interpretacdo usual de rp é eleva-lo ao quadrado, para
medir a percentagem de viabilidade de uma varidvel explicada
pela outra. Um R? de 0,81 é considerado satisfatorio,
significando que 81% da variancia de uma das variaveis €
explicada pela outra. O grafico de Spearman apresentou rs= 0,97
e, pela disposicdo dos pontos, pode-se confirmar que a relacéo
entre as variaveis € linear.

Os graficos 3 e 4 referem-se ao acoramento dos inibidores
somente no sitio SL2. Um rp menor que o encontrado no sitio
SL1 foi observado, indicando que a correlacdo entre as variaveis
foi menor em 0,37. Isso significa que o0 modelo ndo conseguiu
explicar os valores observados no ancoramento. Além disso, no
grafico 4 é possivel visualizar melhor essa tendéncia, visto que
0s pontos estdo muito espalhados.

Os graficos 5 e 6 referem-se ao acoramento dos inibidores nos
dois sitios SL1/2. A conformagdo de cada inibidor obtida no
sitio SL1 foi mantida e a pesquisa conformacional foi realizada
no sitio SL2. Os rp e 0 rs obtidos foram de 0,86 e 0,93. Diante
desses valores pode-se dizer que a inibicdo da quitinase pode

ocorrer quando os dois sitios estdo ocupados.
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Gréfico 1. Correlagdo entre os valores da concentracdo do fungicida que

induz metade do efeito maximo (pECsy) e Moldock Score, obtida no

ancoramento molecular para os inibidores em estudo, para o sitio SL1 da

proteina quitinase. Coeficiente de Pearson é de 0,93.
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Gréfico 2. Correlagdo de Spearman, para a o sitio SL1 da proteina

quitinase, com o valor do coeficiente de Spearman igual a 0,97.
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Gréfico 3. Correlagdo entre os valores da concentracdo do fungicida que
induz metade do efeito maximo (pECsy) e Moldock Score, obtida no
ancoramento molecular para os inibidores em estudo, para o sitio SL1/2 da

proteina quitinase. Coeficiente de Pearson é de 0,61.
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Gréfico 4. Correlagdo de Spearman, para no sitio SL1/2 da proteina

quitinase, com o valor do coeficiente de Spearman igual a 0,50.
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Gréfico 5. Correlacdo entre os valores da concentracdo do pesticida que
induz metade do efeito maximo (pECsy) e Moldock Score, obtida no
ancoramento molecular para os inibidores em estudo, para o sitio SL2, com o

sitio SL1 da proteina quitinase ocupado. Coeficiente de Pearson é de 0,86.

25 n V)
Sitio SL2 .
20 - **,
.
.
~ .
o 15 L
2 o *
S * *
S 10 - * L 2
.
.
.
5 T ”
.
.
O ’ T T T T 1
0 5 10 15 20 25
pEC50

Gréfico 6. Correlagdo de Spearman, para sitio SL2, com a o sitio SL1

da proteina quitinase ocupado. Coeficiente de Spearman igual a 0,93.
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Sobrepondo todas as conformagdes obtidas de cada inibidor no interior

dos sitios, foi possivel observar que:

i)

i)

No sitio SL1 todos os ligantes apresentaram posicionamento
espacial similar, onde o nlcleo benzénico interagiu através de
interacbes 7~z stacking com o anel dos residuos Trpl37 e
Trp384 (Figura 6).

No sitio SL2, por apresentar um volume maior que SL1, as
possibilidades de conformacBes foram maiores. Entdo partiu-se
de uma selecdo onde conformacBes mais estaveis e com o
mesmo perfil espacial foram selecionadas. Na figura 7 pode-se
observar a sobreposicdo das conformacdes obtidas para cada
inibidor. Todos 0s compostos apresentaram interacdo tipo 7z
stacking entre o nucleo benzénico e o anel do residuo Trp137.
No sitio SL1/2, o qual se manteve a conformacéo obtida no SL1,
pbde-se observar que, para a maioria dos compostos, a
conformagdo mais estavel obtida em SL2 foi similar aquela
obtida quando somente o sitio SL2 estava sendo considerado.

Um exemplo é o composto 8n, na Figura 7.
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Figura 6. Representacdo dos dois sitios da quitinase contendo as

conformagdes dos inibidores, obtidas no estudo de ancoramento molecular.

Figura 7. A esquerda, conformacdes obtidas para o composto 8n nos
sitios SL1 e SL2 e residuo Trp137 entre eles. A direita, a sobreposicdo das duas
(cinza e preta) conformacdes obtidas do composto 8n no sitio SL2.

A : PRLLLLEY oS
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§ { 2 i .

Para entender melhor o efeito dos inibidores no interior do sitio de
ligacdo dividiu-se o conjunto de treinamento levando-se em consideracdo as

substituicdes no nucleo benzénico.

i) Compostos 8b, 8c e 8d, diferenciam-se na posicdo em que o
atomo de fldor se encontra. A atividade é preferencial para a

posicdo -para dirigente e, da mesma maneira, os valores de
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energia Moldock Score (Tabela 2) acompanharam esta
tendéncia.

Compostos 8h, 8i e 8j, diferenciam-se na posi¢do em que o
atomo de cloro se encontra. Semelhantemente ao fllor, a
posicdo preferencial é a -para, experimentalmente e
teoricamente.

Compostos 80, 8p e 8q, diferenciam-se na posicdo em que o
substituinte NO, se encontra. Semelhantemente ao flior e ao
cloro, os dados tedricos corroboraram com o0s dados
experimentais.

Compostos 8a, 8d, 8j, 8n, 8q, 8s, 8t e 8u, se diferenciam na
posicdo para do nicleo benzénico. O mais ativo apresentou o
complexo mais estavel energeticamente, dentre os demais.

A partir dos tépicos i-iv, pode-se concluir que a posicdo -para
dirigente é fundamental para a atividade destes compostos. Isto
pode ser explicado através da densidade eletronica dos atomos
ligados ao anel aromatico (Figura 8). E encontrado um valor de
carga parcial maior para o atomo ligado nesta posicao,
possivelmente devido a efeitos indutivos, os quais estdo
viabilizando interacdes eletrostaticas com a quitinase. No sitio
SL1, a distdncia entre os atomos eletronegativos do anel
benzénico e a hidroxila do residuo Tyr245 é menor nesta
posicdo (Figura 8), estabilizando o complexo. Ja no sitio SL2,
h& o residuo Tyr178 com a hidroxila voltada na dire¢do do anel
benzénico dos inibidores. Diferentemente do sitio SL1, a
hidroxila estd mais proxima do substituinte na posigdo —orto
(Figura 9).
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Figura 8. Sobreposicdo dos compostos 8b, 8c e 8d no sitio SL1. Os
valores correspondem & distancia (A) entre os 4tomos e entre parénteses a carga
parcial do &tomo.

Figura 9. Sobreposicdo dos compostos 80, 8p e 8g no sitio SL2. Os

valores correspondem a distancia (A) entre os atomos.

G177

=/ ‘\
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Como os resultados de correlagdo do ancoramento no sitio SL2 foram
inferiores aos encontrados nos sitios SL1 e SL1/2, serdo apresentadas a seguir as
observacGes com relacdo as interacdes tipo ligacdo de hidrogénio, para os sitios

que apresentaram correlacdo energia-atividade favoravel.

i) No sitio SL1, todos compostos interagiram com Tyrl39 e
Thr138. Na Figura 10 estdo representados 0s compostos mais e
menos ativos da série estudada.

i) No sitio SL1/2, todos compostos interagiram com Gly249,
Ser252 e Phe251; somente os compostos 8o e 8p interagiram
com Tyrl78. Na Figura 11 estdo representados os compostos 80,

8n e 8r, da série estudada.

Figura 10. Representacdo das ligacbes de hidrogénio entre os

compostos 8n e 8r, no interior do sitio SL1.

| Trp137
» W
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Figura 11. Representacdo das ligagbes de hidrogénio entre os
compostos 80, 8n e 8r, no interior do sitio SL1/2.
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N
N comp 8o
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As interagbes do fungicida tiadinil com a quitinase também foi
analisada, uma vez que o mesmo serve de ponto de partida para sintese dos
compostos em estudo e suas interacbes servem de pardmetro para os demais
compostos. O tiadinil apresentou atividade biol6gica mediana, sendo ela de 4,55
(Tabela 2). No sitio SL1 (Figura 12), o composto realizou interagdes tipo ligacdo
de hidrogénio com o residuo Thr138, além das interacdes =7z stacking com os
residuos Trp384 e Trpl37. No sitio SL2 ndo foi observada interacbes tipo
ligacdo de hidrogénio, porém a nucleo benzénico continua realizando interacoes

77 stacking com o residuo Trp137.

Figura 12. Conformacfes obtidas do ancoramento molecular para o
tiadinil no interior dos sitios SL1 e SL2. Ligacbes de hidrogénio estdo

representadas em tracejado

Tyr1 78('\
‘I ]

Phe25
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6. CONSIDERAGCOES FINAIS

A metodologia utilizada no ancoramento molecular foi eficiente
para demonstrar a relacdo existente entre os valores de ECsy dos analogos
tiadinil e a energia Moldock Score. Através dos graficos de correlagdo pode-
se concluir que o efeito inibitério sera efetivo se a estrutura do inibidor
conseguir interagir favoravelmente nos dois sitios de interacdo, ou seja, 0
composto protétipo deve formar um complexo estavel no sitio SL1/2.

Os aminoacidos que apresentaram maior importancia no sitio SL1
foram Tyrl39 e Thrl38, uma vez que interagiram através de ligacdo
hidrogénio ou 77 stacking com a maioria dos compostos. No sitio SL1/2,
0s aminoacidos que apresentaram maior importancia foram Gly249, Ser252
e Phe251.

7. PERSPECTIVA

Uma vez que 0s compostos que apresentaram os substituintes na posicéo
—para tiveram melhores resultados, tanto experimentalmente como
teoricamente, o planejamento de novos inibidores com substituinte nessa
posicdo, de preferéncia aqueles que retiram densidade eletrénica, favorecendo
assim a inibicdo da quitinase.

Para, além disso, novos inibidores da quitinase tem que possuir uma boa

interacdo com o sitio SL1.
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Anexo
Anexo 1 — Dados retirados de FRAC-BR

Os modos de acao dos fungicidas sao divididos em grupos de acordo com o sitio de agdo, e estdo
identificados no banco de dados abaixo seguindo o cédigo de cores:

Sintese de acidos nucleicos I Verde-escuro: Biossintese da parede celular

B Laranja: Mitose e divisdo celular I Lilas: Sintese de melanina na parede celular

B Rosa: Sintese de aminoacidos e proteinas

le-claro: Respiragdo I Marrom: Indutores de defesas em plantas hospedeiras
Desconhecido ou inespecifico
Transducao de sinal Nao classificado

Il Vermelho: Sintese de lipidios e integridade da membrana I Azul-escuro: Atividade de contato multissitio

Il Roxo: Biossintese de esterol em membranas

GRUPO SiTlo NOME DO GRUPO | GRUPO QUIMICO INGREDIENTE ATIVO
Benalaxil
Benalaxil-M (=Qiralaxil)
Acilalanina Furalaxil
AL RNA polimerase | Fenilamida Metalaxil
Metalaxil-M (=Mefenoxam)
Butirolactona Ofurace
Oxazolidinona Oxadixil
. . . . . . . Bupirimato
Adenosina Hidroxi- (2-amino-) | Hidroxi- (2-aminc-) . -
A2 N - o Dimetirimol
desaminase pirimidina girimidina
Etirimol
a3 Sintese de DNA e Het " Isotiazolona Octilinona
eteroaromatico
RNA (proposto) Isoxazol Hirexazol
Ad DNA topoisomerase Acido carboxlico Acido carboxlico Acide oxdlinico
tipo Il (girase)
Benomil
o Carbendazim
Benzimidazol -
Montagem de 13- Metil benzimidazol Fuberidazol
-tubulina na mitose | carbamato Tiabendazol
) Tiofanato
Tiofanato n .
Tiofanato-metilico
Monta_gem de r_} N-fenil carbamato N-fenil carbamato Dietofencarbe
-tubulina na mitose
Benzamida Toluamida Zoxamida
Montagem de - TE— .
-tubulina na mitose | Tiazol carboxamida "amine-tiazol- aboxame
-carboxamida
Divisdo celular . . . . Pencicurom
Fenilureia Fenilureia
[proposto)
Deslo’caUzar;ao das ) Piridinilmetil- Fluopicolida
proteinas Benzamida N
o -benzamida
spectrin-like
B6 AF“”E?’ M|05|n~a,’ Cianoacrilato Aminocianoacrilato Fenamacril
Fimbrina funcéao
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GRUPO

SiTIo

NOME DO GRUPO

GRUPO QUIMICO

INGREDIENTE ATIVO

Multiplos efeitos
na parede celular,

Polipeptideo de

Extrato de cotiledones de plantu-
las de tremocgo ("BLAD"]

BMO1 transpul’(adp_re;. dle extrato vegetal Polipeptideo (lectina)
membrana iénica;
Efeitos guelantes
Com[)gtlgao, mg',fco— Trichoderma spp. e Trichoderma atroviride strain
parasitismo, anti- . . - SCO1
. ; . Microbiana metabolitos
EMO2 | bicse, enzimas liticas X .
oo (THechodermaspp.) | fungicidas
e resisténcia ;
; 3 produzidos
induzida
Pirazol-5- Tolfenpirade

Complexo I: NADH
Oxido-redutase

Pirazol-METL

-carboxamida

Firimidinamina

Firimidinamina

Diflumetorin

Complexo Il
succinato-
-desidrogenase

SDHI (Inibidores de
succinato-
-desidrogenase)

Benodanil
Fenil-benzamida Flutolanil
Mepronil
Fenil-oxo-etil Isofetamida
tiofeno amida
Furan-carboxamida | Fenfuram

N-metoxi-(fenil-
-etil)-pirazol-
-carboxamida

Pidiflumetofeno

Oxatin-carboxamida

Carboxina

Oxicarboxina

Benzovindiflupir

Bixafem

Fluxapiroxade

Pirazol-4- Furametpir
-carboxamida Isopirazam
Penflufem
Pentiopirade
Sedaxano
Firidina- Boscalida
-carboxamida Piraziflumida
PFiridinil-etil Fluopirame
benzamida
Tiazol-carpboxamida | Tifluzamida

Complexo Il
citocromo bcl
(ubiquinol oxidase)
no sitic Qo

Qol-fungicidas
(Inibidores
extracelulares
de Quinona)

Benzil-carbamato

Piribencarbe

Dihidro-dioxazina

Fluoxastrobina

Imidazclinona

Fenamidona

Metoxi-acetamida

Mandestrobina

Metoxi-acrilato

Azoxistrobina

Coumoxistrobina

Enoxastrobina

Flufenoxistrobina

Picoxistrobina

Piraoxistrobina

Metoxi-carbamato

Piraclostrobina

Pirametostrobina

Triclopiricarbe

Oxazolidina-diona

Famoxadona
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GRUPO

DESC

SITIO NOME DO GRUPO | GRUPO QUIMICO INGREDIENTE ATIVO
Dimoxistrobina
Complexo 11! Qol-fungicidas Oximino-acetamida Fenaminstrobina

citocromo bel (Inibidores Metominostrobina
(ubiqt_.linol oxidase) at_racelulares de Orisastrobina
no sitio Qo Quinona) o Cresoxim-metil
Oximino-acetato P -
Trifloxistrobina
Complexo I1I: Ciano-imidazol Ciazofamida
(mt:crc_)mo bcl Amisulbrom
ubiquinona . - Sulfamoil-triazol
redutase) no sitio Qi O”. - fungicidas
(Inibidores — — -
intracelulares de 2,6-dinitro-anilina Fluazinam
Desacoplador de Quinonal o . Binapacril
fosforilaggo oxidativa Dinitrofenil Dinocape
crotonato

Meptil dinocape

Fosforilacéo
oxidativa, ATP sintase

Organoestanico

Compostos de
trifeniltin

Acetato de fentina

Cloreto de fentina

Hidroxido de fentina

Producgéo de ATP
(oroposto)

Tiofeno-
-carboxamida

Ticfeno-
-carboxamida

Siltiofame

Complexo I1I:
citocromo bel
(ubiquinol redutase)
no sitio Qo,
stigmatellin ligagao
subsitio

QoS| fungicidas
(Inibidores
extracelulares de
Quinona, ligagdo do
tipo stigmatellin)

Triazol-
-pirimidilamina

Ametoctradin

Biossintese de
metionina (proposto)

AP - fungicida
{Anilinopirimidina)

Anilinopirimidina

Ciprodinilo

Mepanipirim

Pirimetanil

. . Acido Acido Blasticidina-5
Sintese de proteina i . i .
enopiranuronico enopiranuronico
. . Antibidtico Antibictico Casugamicina
Sintese de proteina X . - .
hexopiranosil hexopiranosil
. . Anticiotico Anticiotico Estreptomicina
Sintese de proteina B . R ,
glicopiranosil glicopiranosil
Sintese de proteina Antibiotico Antibiotico Oxitetraciclina
p tetraciclina tetraciclina

Citocromo bcl,
local de ligagao
desconhecido
(oroposto)

4-quinoclil-acetato

4-guinoclil-acetato

Tebufloguina

Desconhecido

Acido ftalamico

Acido ftalamico

Tecloftalame (Bactericida)

Benzeno-
-sulfonamida

Benzeno-
-sulfonamida

Flusulfamida

Benzotriazina

Benzotriazina

Triazoxido

Cianoacetamida-
-oxima

Cianoacetamida-
-oxima

Cimoxanil

Fenil-acetamida

Fenil-acetamida

Ciflufenamida

Etil fosfonato

Fosetil aluminio

Fosfonato — -
Fosfonato Acido fosforoso e sais

Piridazinona Piridazinona Diclomezina

Firimidinona- Pirimidinona- Ferimzone

hidrazona

-hidrazona




58

GRUPO SITIO NOME DO GRUPO GRUPO QUIMICO INGREDIENTE ATIVO
Tetrazoiloxima Tetrazoiloxima Ficarbutrazox
Desconhecido Tiazolidina Ciano-metileno- Flutianil
-tiazolidina
Tiocarbamato Tiocarbamato Metasulfocarbe
DEsC | Desconhecido Antibiotico Antibiotico Validamicina
{Inibicdo da trealase) | glicopiranosil glicopiranosil
Ruptura da Guanidina Guanidina Dodina
r'rrembraﬂa Benzofenona Metrafenone
plasmatica Arilfenil cetona
(proposto) Benzoilpiridina Firiofenona
Transducéao de Ariloxiguinolina Quinoxifeno
E1 sinal (mecanismo Azanaftalina . i Proguinazida
desconhecido) Quinazolinona e
MAP/Histidina- Fenpiclonil
-cinase na Fludioxonil
E2 transducdo do Fen|tp|rrql . Fenilpirrol
. . (PP-fungicidas)
sinal osmatico
(os-2, HOGL)
Clozolinat
MAP/Histidina - [0zoINato
_cinase na Dimetaclona
E3 transdugao do Dicarboximida Dicarboximida lprodiona
sinal osmotico Procimidona
(os-1, Daf1) - -
Vinclozolina
F1 Anteriormente Anteriormente Anteriormente Anteriormente Dicarboximida
Dicarboximida Dicarboximida Dicarboximida
Ditiolano Isoprotiolane
Biossintese de Fosforotiolato e Edifenfos
F2 fosfolipido, Ditiol -
metiltransferase olane Fosforotiolato lprobenfos
Pirazofos
1,24-tiadiazol Etridiazol
Bifenil
AH-fungicidas fen!
Peroxidacs (Hidracaroonetos Cloronebe
F3 eroxidagso aromatcos) Hid o] t Diclorana
lipidica (proposto) larocarooneto
(clorofenilos, aromatico Quintazeno (PCNB)
it i
ritroanilinas) Tecnazeno (TCNB)
Tolclofés-metil
Permeabilidade da lodocarbe
Fa me;ﬂbrana celular, Carbamato Carbamato Propamocarbe
acido graxo Protiocarbe
(proposto)
Anteriormente Anteriormente Anteriormente Anteriormente Amida do Acido
Amida do Acido Amida do Acido Amida do Acido Carboxilico (CAA-fungicida)
F5 - o -
Carboxlico Carboxiico Carboxlico
(CAA-fungicida) (CAA-fungicida) (CAA-fungicida)
Bacillus amyloliquefaciens
estirpes: D747
Dz_asreg_ulad ores Bacillussp. € 05 Ba;‘fHuslamyiouquefac,*ens
microbianos i : : - estirpes: FZB24
6 das membranas Microbiana lipopeéptidos - - -
ol a (Bacillus sp.) de fungicidas Bacillus amyloliquefaciens
celulares do oroduzidos estirpes: MBI6GOO

patogeno

Bacillus amyloliquefaciens
estirpes: QST 713
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Ruptura da Hidrocarbonetos Melaleuca alternifolia
membrana celular Extrato de planta terpénicos e Oleos vegetais (misturas):
(oroposto) alcools terpenicos Eugenol, Geraniol, Timol

Antibidtico Natamicina (Piramicina)
macrdlido anfotérico
cg Ligagdo de Polieno antifungico
Ergosterol Streptomyces
natalensis o
5. chattanoogensis
Inibico do Oxatiapiprolin
Homeostase lipidica A
.. homologo da Piperidinil-
F9 e transferéncia/ . I ; )
proteina de ligagcdo -tiazole-isoxazolina
armazenamento
a oxysterol OSBPI|

C14- desmetilase
Gl na biossintese de
esterol (ergll/cyp51)

DMI-fungicidas
(inibidores da
desmetilacéo)
(SBI: Classe )

Imidazol

Imazalil

Oxpoconazol

Pefurazoate

Procloraz

Triflumizol

Piperazina

Triforina

Piridina

Pirifenox

Pirisoxazol

Pirimidina

Fenarimol

Nuarimol

Triazol

Azaconazol

Bitertanol

Bromuconazol

Ciproconazol

Difencconazol

Diniconazol

Epoxiconazol

Etaconazol

Fenbuconazol

Fluguinconazol

Flusilazol

Flutriafol

Hexaconazol

Imibenconazol

lpconazol

Meticonazol

Miclobutanil

Penconazol

Propiconazol

Simeconazol

Tebuconazol

Tetraconazol

Triadimefon

Triadimenol

Triticonazol

Triazolintiona

Protioconazol
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Espirocetal-amina Espiroxamina

Al4-redutase e A8 Ald "

-> A7- isomerase Amina ("morfolina") o

na biossintese (SBI: Classe Il Morfoli Dodemorfe

de esterol eriotna Fenpropimorfe

lerg24, erg2) Tridemorfe

Al4-redutase e A8 Fenpropidin

~> A7 Isomerase Amina ("morfolina’) o Piperalin

na biossintese ) Piperidina

(SBI: Classe II)

de esterol

lerg24, erg2)

3-keto-redutase Amino-pirazelinona | Fenpirazamina

em C4-demetilagcdo | SBI: Classe |1l i

(erg27) ¢ Hidroxanilina Fenhexamida

Esgualeno- . _ Naftifina (antimicético)

-epoxidase em Alilamina Terbinaf 5

- * SBI: Classe 1V erbinafina (antimicotico)

biossintese de —

Tiocarbamato Piributicarbe

esterol (ergl)

Anteriormente
Antibiotico
glicopiranosil

Anteriormente
Antibiotico
glicopiranosil

Anteriormente
Antibiotico
glicopiranosil

Anteriormente Antibidtico
glicopiranosil

Sintese de quitina

Polioxina

Nuclecsideo de
peptidil pirimidina

Polioxina

Sintese de celulose

Amida do Acido
Carboxilico
(CAA-fungicida)

Amidas de acido

Mandipropamida

mandélico

Dimetomorfe
Amidas do
. A Flumorfe
acido cinamico

Pirimorfe

Bentiavalicarbe

Valinamida |provalicarbe
carbamato p
Valifenalato
Inibidores da Isobenzofurancne Ftalida
Redutase na biossi d - -
biossintese de iossintese de Pirrolo-quinolinona | Piroquilona
L melanina-redutase .
metanina (MBI-R) Triazolobenzo-tiazol | Ticiclazol
Inibidores da Carboxamida Diclocimet
Desidratase na L . -
. biossintese de Ciclopropano Carpropamida
biossintese de : :
melanina melanina- carboxamida
-desidratase (MBI-D) [ prgpionamida Fenoxanil
Inibidores da Tolprocarbe
Smte_se c'1e policétido blossmtese de Trifluoroetilcarba-
na biossintese de melanina- "
melanina -Polyketide mata
synthase (MBI-P)
M1 At'wdaqg de contato Inorganico Inorganico (Cobre) Cabre
multissitio
M2 At'wqaqg de contato Inorganico Inorganico (Enxofre) Enxofre
multissitio
Ferbame
Mancozebe
Atividade de contato | Ditiocarbamatos e Ditiocarbamatos e Manebe
multissitio relativos relativos Metiram
Propinebe

Tiram
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SiTIo NOME DO GRUPO GRUPO QUIMICO INGREDIENTE ATIVO
Zinco tiazol
Atividade de contato | Diticcarbamatos e Ditiocarbamatos e -
) Zinebe
multissitio relativos relativos
Ziram
o Captafol
Atw@ad; de contato Ftalimida Ftalimida Captana
multissitio
Folpete
Atividade de contato | Cloronitrila o Clorotalonil
) Cloronitrila
multissitio (fitalonitrila)
Atvidade d ot Diclofluanida
vica “.3 € contato Sulfonamida Sulfonamida
multissitio - -
Telilfluanida
Atividade de contato . ! Guazatina
o Bis-guanidina Guanidina
multissitio Iminoctadina
Atividade de contato o _— Anilazina
o Triazina Triazina
multissitio
Atividade de contato | Quinonas Ditiancna

multissitio

[Antraguinona)

Antraguinona

Atividade de contato

Quinometinato

o Quinoxalina Quinoxalina
multissitio
Atividade d tat Fl d
viaa .‘? & contato Maleimida Maleimida uereimiaa
multissitio
Bicarbonato de potassio
. : _ Materiais de origem biologica

Desconhecido Diverso Diverso

Oleos minerais

Oleos organicos

Via salicilica Benzotiadiazol BTH | Benzotiadiazol BTH | Acibenzolar-5-metil
P2 Benzisotiazol Benzisotiazol Probenazol

Tiadiazol- Tiadiazol- Isotianil
P3 ) : -

-carboxamida -carboxamida Tiadinil
P4 Composto natural Polissacarideo Laminarina

Mistura complexa, Extracdo de

PS5 Extrato de planta Extrato de etanol Reynoutria sachalinensis
6 Microoiana Grupo Bacillus mycoides

Eacillus cereus




