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RESUMO

A enzima UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase de Moniliophthora perniciosa, fungo
patogénico causador da doenga vassoura-de-bruxa do Theobroma cacao, foi o foco central
deste trabalho. A enzima foi purificada, caracterizada, e por fim, utilizando um modelo 3D da
pirofosforilase foram realizados estudos de ancoragem molecular. A vassoura-de-bruxa
causou grandes impactos na economia baiana. Consequentemente, medidas para o seu
controle foram empregadas, porém sem muito sucesso. Assim, linhas de pesquisa envolvendo
alvos mais especificos estdo sendo desenvolvidas para a selecdo de antifingicos mais
seletivos e economicamente viaveis. A enzima pirofosforilase apresenta caracteristicas
estruturais e funcionais diferentes em organismos eucariontes e procariontes, portanto, o
desenvolvimento de inibidores para a mesma, deve ser baseado no organismo que se esta
estudando. A enzima do fungo M. perniciosa foi parcialmente purificada por precipitacdo
com sulfato de amonio e cromatografia de gel filtracdo em Sephacryl S-200. A metodologia
de superficie de resposta (MSR) foi usada para a obtengdo do pH e temperatura 6tima. Como
resultado, quatro diferentes isoenzimas (PyroMp I, PyroMp II, PyroMp III e PyroMp IV)
apresentaram pH 6timo na faixa de 6,9-8,4 e temperatura 6tima variando entre 28 a 68°C.
Com base nas caracteristicas do substrados, foram selecionados dez inibidores, os quais foram
refinados pelo método AM1. Estudos de ancoragem molecular entre estes compostos e a
enzima foram realizados pelo programa Autodock Vina, seguido de refinamento por
simulagdes de dindmica molecular. Os resultados da ancoragem indicam que o
reconhecimento molecular da enzima com o substrato foi principalmente por ligacdes
hidrogénio entre os ligantes e os aminodcidos Argl16, Arg383, Gli381 e Lis408; e algumas
poucas interacdes hidrofobicas com os residuos de Tir382 e Lis123. Dos compostos
analisados, NAGS5 apresentou melhor energia de ligagdo (-95,2kcal/mol). As proximas etapas
para o controle da vassoura-de-bruxa envolvem a obtencdo dos compostos estudados e os
respectivos testes in vitro e in loco.

Palavras-chave: pirofosforilase, vassoura-de-bruxa, purificacao, ancoragem molecular.



ABSTRACT

The enzyme UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase Moniliophthora perniciosa,
pathogenic fungus that causes witches' broom disease in Theobroma cacao, was the central
focus of this work. The enzyme was purified and characterized, finally, using a 3D model of
pyrophosphorylase’s docking study was performed. The witches' broom caused deep impact
in the Bahia economy. Consequently, measures for its control were used, but without success.
Thus, several researches involving more specific targets are being developed for the selection
of more selective and economically viable antifungal agents. The enzyme has
pyrophosphorylase structural and functional characteristics in different eukaryotic and
prokaryotic organisms, so the development of inhibitors to it, should be based on organism
which is being studied. The enzyme of the fungus M. perniciosa was partially purified by
ammonium sulfate precipitation and gel filtration chromatography on Sephacryl S-200. The
response surface methodology (RSM) was used to obtain the optimal pH and temperature. As
a result, four different isoenzymes (PyroMp I, PyroMpll, PyroMplIl and PyroMpIV) showed
that the optimum pH range of 6.9 to 8.4, and temperature ranging between 28-68 ° C. Based
on the characteristics of substrates and products ten inhibitors were selected, which were
refined by AM1. Docking studies between these compounds and enzyme were performed by
AutoDock Vina software, following of refinement by molecular dynamics simulations. The
results of docking suggest that the molecular recognition of the enzyme with the substrate
occur mainly by hydrogen bonds between ligands and Argl16, Arg383, Gli381, and Lis408
aminoacids; and few hydrophobic interactions with Tir382 and Lys 123 residues. Among the
compound analyzed, the NAG5 showed the best binding energy (-95.2 kcal/mol). The next
steps for the control of witches' broom involve the attainment of the compound studied and
the respective in vitro and in loco tests.

Keywords: pyrophosphorylase, witches’broom, purification, docking.
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INTRODUCAO GERAL

Em 1989 a cultura do cacau brasileira sofreu uma queda em sua produgdo, o que, em
parte, pode ser explicado pelo surgimento e desenvolvimento do fungo Moniliophthora
perniciosa (Stahel) Singer, que ¢ responsavel por uma doenga conhecida como vassoura-
de-bruxa do cacaueiro (PEREIRA et al., 1990). Esta ¢ uma praga responsavel por danos
que compreendem efeitos econdmicos e sociais, além do impacto agrondmico imediato,
tais modificagdes levaram o Brasil a alterar sua situacao de exportador para importador do
cacau. Em 2000, foram importadas cerca de 71.000 toneladas de améndoas de cacau

(COMPANHIA DAS DOCAS DO ESTADO DA BAHIA, 2002).

A Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), fundada em
1957, estd tem como uma de suas missdes a recuperacdo da economia regional,
enfatizando no combate a vassoura-de-bruxa, uma vez que a mesma estd dizimando os
cacauais, deixando mais de duzentos mil desempregados e causando danos irreparaveis a

natureza. (CEPLAC, 2011)

O controle quimico da vassoura-de-bruxa foi inicialmente testado em 1909 no
Suriname, desde de entdo, novas tentativas foram feitas, inclusive no Brasil, sem que os
resultados tivessem sido inteiramente satisfatorios e/ou econdmicos. Rudgard e Lass
(1995) apud Oliveira e Luz (2005) salientaram que, em funcdo da inadequacao de outras
medidas de controle, o controle quimico ainda ofereceria, em curto prazo, as melhores

opgoes de contencao da praga. (SOBERANIS et al., 2000; OLIVEIRA, LUZ, 2005).

Atualmente a necessidade de controle da praga se baseia no fato de se encontrar
novos fungicidas que tenham seletividade e bom custo de aplicagdo, o desenvolvimento de
novos antifingicos depende das diferengas bioquimicas entre os fungos e outros
organismos. Da mesma forma como os inibidores da biosintese da parede celular
bacteriana como as penicilinas e cefalosporinas, tém apresentado bons resultados no
controle de infec¢des bacterianas, a parede celular dos fungos ¢ um bom alvo para o
desenvolvimento de potentes antifungicos (GRIFFITH, TRACY, 2002). A UDP-N-
acetilglicosamina ¢ um precursor essencial para a sintese de quitina, principal componente
da parede celular fungica (HERSCOVICS; ORLEAN, 1993). Na busca por um controle

efetivo da vassoura-de-bruxa, escolheu-se a rota metabdlica que leva a sintese da quitina.
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O alvo escolhido nessa via metabdlica foi a enzima pirofosforilase que ¢ a responsavel em
realizar a rea¢@o que forma UDP-N-acetilglicosamina. Desta forma, a inibi¢do da formagao
de UDP-N-acetilglicosamina afetara a formagdo de quitina e assim a sintese da parede
celular, um componente crucial para o desenvolvimento do fungo (OLSEN; RODERICK,
2001).

O metabolito UDP-N-acetilglicosamina ¢ formado pela atuacdo da enzima UDP-N-
acetilglicosamina pirofosforilase sobre a acetilglicosamina-1-fosfato e UTP. Nesta reagao
ocorre uma transferéncia de um grupamento fosfato do UTP para a N-acetilglicosamina
com posterior liberagdo de fosfato inorganico e UDP (STROMINGER; SMITH, 1959). O
UDP-N-acetilglicosamina ¢ um dos principais componentes de quitina, sugerindo que a
enzima pirofosforilase pode ser um forte alvo molecular para o desenvolvimento de novos
agentes antifungicos, uma vez que a parede celular dos fungos ¢ composta principalmente

por quitina (MIO et al., 1998; POMPEO et al., 2001; YAMADA-OKABE et al., 2001).

As pirofosforilases mostram um dominio central na forma o/B. Este enovelamento
caracteristico ¢ denominado de Rossmann fold, sendo constituido de oito folhas beta
rodeadas por oito alfa hélices, e nas extremidades duas pequenas regides de folha beta. O
dominio carboxi terminal ¢ formado por 68 residuos de aminoacidos. Em contraste, a
regido amino terminal ¢ formada por seguimentos semi-conservados (PENEFF et al, 2001).
No entanto, mesmo sendo descontinuo esta regido mostra certo grau de identidade quando
comparada com enzimas de bactérias e de outros organismos superiores. A seqiiéncia
semi-conservada inclui Leu-X;-Gly-X-Gly-Thr-X-Met-X4-Pro-Lys. Esta regido ¢ a
responsavel pela reacao de transferéncia do UTP para a acetilglicosamina, sendo que esta
reacdo ¢ estimulada por varios cations divalentes, tais como Mg+2, Co™?eMn"™ (OLSEN;

RODERICK, 2001).

Este trabalho focou a extragdo, purificagdo, caracterizagdao, ensaios inibitérios e
estudos de ancoragem molecular seguidos por simulagdes de dindmica molecular da
enzima pirofosforilase do fungo M. perniciosa. O objetivo geral foi a obtengdo da enzima e
sua caracterizacdo, juntamente com os estudos de ancoragem molecular. Os objetivos
especificos foram: Isolar, purificar e caracterizar a enzima pirofosforilase do fungo M.
perniciosa; realizar estudos de inibi¢do na enzima pirofosforilase extraida do fungo;
desenho de composto(s) prototipo(s); realizar ancoragem moleculares; estudar as
interagdes intermoleculares entre os inibidores e a enzima alvo e sugerir novos compostos.

Todos estes estudos contribuiram para o desenvolvimento racional € maior compreensao



do mecanismo de a¢do da enzima pirofosforilase do fungo M. perniciosa.
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1.1 INTRODUCAO

A vassoura-de-bruxa foi observada inicialmente em 1700, mas a investigacdo cientifica
sobre a devastacdo que esta doenca causa em plantagdes iniciou-se em 1890 por Gregor
Stahel, que isolou e nomeou o fungo causador - Marasmius perniciosa. A vassoura-de-bruxa
ja foi detectada na Guiana (1906), Colombia (1917), Equador (1921), Trindade e Tobago
(1939), Granada (1948), Sao Vicente (1988), Bolivia (1989), Brasil (Bahia e Regido da bacia
Amazodnica) (1989) e no Panama (1989) (PURDY; SCHMIDT, 1996). Atualmente distribui-
se nas regides da América do Sul e do Caribe podendo também ser encontrado no Panama.

Neste caso, a disseminacao ocorreu do lado da América do Sul (PURDY, 2005).

Na regido costeira da Mata Atlantica da Bahia, a incidéncia da vassoura-de-bruxa foi
observada pela primeira vez em 1989. A alta densidade de plantacdes de cacau aliada a falta
de um periodo seco contribuiu para o estabelecimento e propagagao do fungo. Na cidade de
IThéus-BA, uma grande area de plantagdes de cacau foi infectada pela vassoura-de-bruxa.
Segundo dados da Companhia das Docas do Estado da Bahia (2002), até¢ 1989, data em que a
vassoura-de-bruxa chegou a Bahia. Este estado correspondia a cerca de 84,5% da produgdo
nacional e 15% da mundial de cacau. Com a ocorréncia da doenga na regido cacaueira baiana,

a producao caiu drasticamente transformando o Brasil de exportador a importador de cacau.

A vassoura-de-bruxa ¢ uma das mais importantes doencas do cacau, ocorrendo
principalmente nos paises da América do Sul. No Brasil atinge as lavouras cacaueiras da
Bahia e da Amazonia, causando perdas de até¢ 90% da producdo (PURDY; SCHIMIDT,
1996). A vassoura-de-bruxa provoca um superbrotamento das partes terminais do cacaueiro,
possuindo sintoma caracteristico a formagdo dos brotos hipertrofiados de excessivo
desenvolvimento, aparentando vassoura - surgindo dai o nome da doenca. De inicio, o
desenvolvimento da doenga ¢ rapido, porém depois de 5 a 6 semanas comeca a secar,

podendo cair ou ficar aderente a arvore (PEREIRA, 1990).
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1.2 FISIOPATOLOGIA

A infeccdo tem inicio quando os basididsporos germinam e penetram no tecido
meristematico e vagens da planta originam assim o estagio biotrofico da colonizagdo. Com
isso, ocorre uma hipertrofia ou hiperplasia das células hospedeiras. Esse intumescimento leva
a parte atingida a ter uma aparéncia de uma vassoura-de-bruxa. Essas vassouras, quando
jovens, tém uma coloragdo verde, mas morrem com 1 a 2 meses dando uma coloragao
marrom as arvores infectadas, devido a necrose ocasionada pela colonizagdo (estagio
saprofitico). A infeccdo mais grave ocorre nas flores jovens e nos frutos que estdo no tronco
(Figura 1). Como o fungo responsavel pela infeccdo que leva a vassoura-de-bruxa acomete
plantas em desenvolvimento, somente a utilizagdo de fungicidas ndo apresenta efetividade
ficando o controle bioldgico como alternativa estratégica para o combate a propagacao da

vassoura-de-bruxa (GRIFFITH et al., 2003; RUBINI et al, 2005; PEREIRA, 1990).

Figura 1: Comparagdo entre partes do cacaueiro antes € apoOs a infeccdo. Em I estd mostrado
uma plantacdo de cacau, em II folhas normais e IIl um fruto em perfeitas condi¢des para
consumo. IV mostra o tronco da arvore apds a infeccdo, assim como nas folhas e frutos, V e
VI respectivamente.

Fonte: BOTANISCHER GARTEN, 2007; NEW CROP, 2007.
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Estas desordens fisiologicas sdo frequentemente causadas pela liberagdo, dentro da
célula, de grande quantidade de compostos fendlicos, etilénicos, agiicares soluveis e taninos,
levando a morte celular ou alteragdes no Dbalango hormonal (ODJAKOVA;
HADJUVANOVA, 2001; SCARPARI et al., 2005). A expressio de enzimas que levam a
formacdo de etileno estd associada com a necrose que ocorre nas folhas. Inicialmente
acontece a liberagdo de etileno com posterior necrose; estudos relatam que a emissdo de
etileno esta associada com hipertrofia (ORCHARD et al, 1994), degradacdo da clorofila
(TREBITS; GOLDSCHMIDT; RIOV, 1993), e epinastia da folha, achados estes que ocorrem
durante a interagdo do M. perniciosa/cacao (GARCIA et al, 2007).

Na fase biotrdofica o fungo necessita dos tecidos vivos do hospedeiro, direcionando o
metabolismo catabolico da planta para as suas necessidades basicas, como nutrigdo,
crescimento e desenvolvimento do micélio (SCARPARI et al., 2005; KILARU,
HASENSTEIN, 2005). Carboidratos especificos possuem um papel importante na mudanga
da fase biotrofica para a fase saprofitica, pois o fungo ao impedir o movimento preferencial
destes carboidratos das partes sauddveis da planta para as regides infectadas, leva a necrose
rapida dos tecidos, tanto por inanigdo como por resposta de defesa da planta, ja que esta tende
a alterar sua fisiologia liberando dentro da célula grande quantidade de compostos fendlicos,
etileno, aclcares soluveis e taninos levando a célula a morte (ODJAKOVA,
HADJUVANOVA, 2001; SCARPARI et al., 2005; GALANTE, 2008).

Adicionalmente, estudos das vias de sinaliza¢do entre planta-patdégeno mostraram que
carboidratos possuem um papel importante na mudanca da fase biotrofica para a fase
saprofitica do fungo (SCARPARI et al., 2005). Observa-se também que espessamento da
parede celular pode provocar o adensamento da cuticula, e esta servir como sinalizador para o

fungo reconhecer o hospedeiro (SANTEN, 2007).

1.3 ASPECTOS GERAIS DO FUNGO M. PERNICIOSA

O fungo M. perniciosa pertence a divisdio Eumycota, subdivisdo Basidimycotatina,
ordem agaricales e familia Tricholomataceaec (LANA, 2000). Este foi identificado
inicialmente por Stahel, como Marasmius perniciosus, e posteriormente foi transferido por
Singer para outro género, Crinipellis, o que foi endossado por outros pesquisadores
(BRANDEAU, 1992). No entanto, a classificacdo sofreu uma reformulagdo, por meio de

analises filogenéticas de quatro regides de genes nucleares (28S rDNA, 18S rDNA, RPBI ¢
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EF1), Aime e Phillips-Mora (2005) determinaram que os fungos C. perniciosa e
Moniliophthora roreri pertencem ao mesmo grupo taxondmico. Desta forma, o C. perniciosa

passou a ser denominado de Moniliophthora perniciosa (COSTA et al, 2009).

O fungo M. perniciosa ¢ um patdégeno destrutivo, causador da vassoura-de-bruxa do
cacaueiro (Theobroma cacao). Desde a sua ocorréncia na costa do Equador, em 1984, este
fungo representa, atualmente, um dos principais fatores limitantes na produ¢do de cacau na
América do Sul e nas Ilhas do Caribe, tendo assumido o papel de mais importante patdogeno
do cacaueiro. Além disso, sua disseminagdao acompanhou a do 7. cacao na Bacia Amazonica,
atualmente ambos sdo endémicos nesta regido (GRIFFITH et al, 1994). Este fungo infecta
plantas da familia Malvaceae, Solanaceae, Bignoniaceae, Bixdcea e Malpighiaceae

(RINCONES at al, 2006).

A grande variabilidade de hospedeiros do M. perniciosa permite separa-lo em grupos de
acordo com o género que infectam, denominados bidtipos. Desta forma, ha trés bidtipos
caracterizados: o bidtipo Cacau (bidtipo-C), que tem como hospedeiro as espécies do género
Theobroma, principalmente o 7. cacao; o biotipo Solanacea (biotipo-S) que infetam as
espécies da familia Solanaceae, e o biotipo Liana (biotipo-L) que sdo encontrados em lianas e
cipés das familias Malpighiaceae e Bignoneaceac (PURDY, 2007). O bidtipo Bixa ¢
considerado o quarto bidtipo e foi relatado por Bastos e Andebrahn (1986) apud Leal Junior et
al (2005), mas nao foi notificada a producdo de basidiocarpos nos ramos infetados. Um quinto
biotipo, o bidtipo-H, foi sugerido por Griffith et al. (2003) no qual se enquadra o Heteropterys

acutifolia A. Juss.

O M. perniciosa € um patégeno hemibiotrofico nos quais os basididsporos sdo as Unicas
estruturas do fungo em condi¢des naturais capazes de infectar os tecidos meristematicos do
Theobroma cacao e varias outras espécies do género Theobroma e Herrania (todos os
membros da familia Sterculiaceae). Estes sdo produzidos em lamelas, na regido inferior do
pileo do basidiocarpo, onde os dois nucleos nas células da hifa dicaridtica da camada do
himénio migram para o interior da basidia enquanto ocorre fusdo nuclear. As condi¢des
climaticas ideais para a liberacao dos basidiésporos sao a umidade do ar préximo a saturagado

e temperaturas em torno de 20 a 30 °C (GRIFFITH et al, 2003; PURDY; SHMIDT, 1996).

O fungo possui duas fases fisioldgicas e morfoldgicas distintas. Uma delas ¢ parasitica,
monocariotica, de crescimento intercelular, com auséncia de grampos de conexdo, encontrada

em tecidos vivos, enquanto que a outra ¢ saprofitica, dicaridtica, com crescimento intracelular
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e presenca de grampos de conexdo, encontrada somente em tecidos mortos (COSTA et at,

2009).

Os basidiosporos do M. perniciosa nao t€m grande dissemina¢ao. No entanto, devido a
curta distancia entre as arvores da plantacdo de cacau, a disseminagdo tornou-se mais
devastadora. As pessoas que transitam nas regides infectadas também contribuiram para a
propagacdo da vassoura-de-bruxa, podendo ser consideradas como os principais vetores de

transmissao da praga (GRIFFITH et al, 2003).

1.4 METODOS PARA CONTROLE DA VASSOURA-DE-BRUXA

Com objetivo de criar novas formas de controle da praga, pesquisadores de varias
institui¢des iniciaram o projeto genoma do M. perniciosa. Este projeto identifica genes muito
importantes relacionados ao metabolismo do fungo, e/ou ao seu mecanismo de infecgao.
Muitos desses genes codificam enzimas e receptores essenciais para M. perniciosa € sao
considerados alvos moleculares para o desenvolvimento de fungicidas mais potentes e
seletivos contra esse fungo. Adicionalmente, o entendimento do funcionamento do
metabolismo do fitopatdgeno a partir dos dados moleculares podera levar ao desenvolvimento

de diversas estratégias de controle da praga (PEREIRA, 2011).

Virios esfor¢os foram utilizados para tentar conter a expansdo da vassoura-de-bruxa na
Bahia, no entanto, boa parte destes falharam devido a muitas razdes, sendo a falta de
resisténcia genética durante os primeiros contatos com a praga. A reducdo do avango da praga
tem sido feita utilizando medidas basicas e praticas de agricultura como podas fitossanitarias,
fertilizacdo ou aplicagdo de fungicidas cupricos. O aumento de precos dos fungicidas aliado
ao valor de aplicacdo tem inviabilizado esta pratica para a maioria dos agricultores

(MEDEIROS et al, 2010).

Atualmente o Manejo Integrado de Pragas (MIP) ¢ o método recomendado pela
CEPLAC (Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira) aos agricultores brasileiros.
O MIP ¢ constituido de quatro a seis aplica¢des de fungicidas cupricos, duas a quatro podas
fitossanitarias das vassouras por ano e também aplicagdes do fungo Trichoderma stromaticum
como medida de biocontrole (RUDGARD, BUTTLE, 1987; ALMEIDA, COSTA,
MENDONCA, 2003; MEDEIROS et al, 2010). No entanto, pode-se constatar que tais

medidas ndo s3ao amplamente adotadas pelos agricultores, visto o seu custo ser
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demasiadamente alto (MIDLEJ, SANTOS, 2007). As medidas fitossanitarias apresentam
eficacia somente quando aplicadas sobre uma ampla area geografica (RUDGARD, BUTTLE,
1987). Esforgos tém sido voltados para a busca de medidas alternativas para o controle efetivo
da vassoura-de-bruxa, podendo ir desde a racionalizagdo do uso dos fungicidas cupricos

(ainda muito caros) a reducao da frequéncia de realiza¢des do saneamento vegetal (COSTA et

al, 2009; MEDEIROS et al, 2010).

O surgimento dos fungicidas sist€émicos, principalmente daqueles com atividade contra
fungos da classe dos basidiomicetos, criou novas perspectivas para o controle da vassoura-de-
bruxa, ndo s6 em frutos, como também em lancamentos foliculares e almofadas florais. Os
primeiros a mostrar atividade in vivo pertencem ao grupo dos triazdis. Os fungicidas do grupo
dos triazois tém se destacado nao s6 em ensaios de laboratorio e casa-de-vegetagdao, como
também, e principalmente, em condigdes de campo. O fungicida tebuconazol foi o que
mostrou os melhores resultados em uma série de experimentos realizados na regido cacaueira
da Bahia, dados estes que motivaram sua recomenda¢do no controle da vassoura-de-bruxa
tanto em viveiros quanto em campo. As estrobilurinas sao um grupo de antifungicos que
também tem mostrado bons resultados, com destaque para a azoxiestrobina; pode-se obter um
controle efetivo em almofadas florais e langcamentos foliculares, mas pouca efetividade em

frutos infectados. (OLIVEIRA, LUZ, 2005)

Além das medidas ligadas a aplicacdo de antifingicos e poda fitossanitaria, a pesquisa
por variedades resistentes, indu¢do de resisténcia do hospedeiro e a busca de fungos
antagonicos ao M. perniciosa, constituem algumas das linhas mais promissoras para o
controle da vassoura-de-bruxa, constituindo-se uma forma de menor impacto ambiental e

mais econdmica (COSTA et al, 2009).

Pesquisas com a microbiota associada a vassoura-de-bruxa do cacaueiro mostraram que
o controle biologico do M. perniciosa, durante a sua fase saprofitica, € possivel pela utilizagao
de fungos antagdnicos e competidores. Resultados promissores foram obtidos com o fungo
Trichoderma stromaticum para o biocontrole do fungo causador da vassoura-de-bruxa. O
biocontrole reduz o crescimento, esporulacdo e propagagdao dos patdogenos que afetam o
cacao, através do micoparasitismo direto ou por meio da producdo de metabolitos ativos

(MEDEIROS et al, 2010).

A utiliza¢@o de microrganismos antagonicos envolvendo diferentes mecanismos de agao
como competi¢do, antibiose e hiperparasitismo, poderia desempenhar um importante papel

para o desenvolvimento de um programa de controle integrado da praga, destacando a
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correlagcdo destas medidas com o controle fitossanitario e quimico. Bastos, Evans e Samson
(1981) em seu trabalho demonstrou que Cladobtryum amazonense Bastos, Evans et Samson
(fungo encontrado hiper-parasitando basidiocarpos de C. perniciosa) produzia um composto
com propriedades antibioticas, bloqueando assim o desenvolvimento micelial e germinativo
dos basidiosporos, resultados estes obtidos em experimento in vitro. Resultados envolvendo

condi¢des de campo ainda estdo em curso (OLIVEIRA, LUZ, 2005).

1.4.1 Alvos moleculares no M. perniciosa para o desenvolvimento de novos farmacos.

No passado o desenvolvimento de novos farmacos era advindo com a descoberta inicial
da droga, posteriormente partia-se para elucidar o alvo desse composto no organismo.
Atualmente, a descoberta do alvo molecular representa um direcionamento maior no estudo;
conhecer como a biomacromolecula funciona fornece dados importantes como o agonista ou
anatagonista deve se comportar, com isso o desenvolvimento de um novo ligante fica mais

seletivo e direcionado (PATRICK, 2009)

A atuagdo de drogas sobre fungos envolve os seguintes locais de agdo: a) Sintese da
parede celular; b) Alteracdo da membrana plasmatica; c) Sintese do ergosterol; d) Divisao
celular; e) Sintese de acidos nucléicos; f) Sintese proteica; g) Inibidores metabolicos
(REANKAR, GRAYBILL, 2003). No controle efetivo da vassoura-de-bruxa, a rota
metabolica que leva a sintese da quitina ¢ um alvo potencial para o desenvolvimento de novos
antifngicos. A inibi¢do da sintese de quitina pode levar a sérias implica¢des ao fungo, como

sua morte celular (OLSEN; RODERICK, 2001; PIROVANI et al, 2005).

Células fungicas destituidas de parede celular somente sobrevivem em condigdes de
laboratorio, onde o suporte osmotico previne a sua lise. Estes dados sugerem a parede celular
como um importante alvo na busca de uma droga que possa atuar como fungicida, justificada
pela importancia da parede celular para os fungos, vale ressaltar que esta estrutura nao esta
presente em mamiferos, o que pode garantir maior seletividade para o fungo e baixa
toxicidade para os seres humanos. Consequentemente, as rotas biossintéticas das moléculas
que compdem a parede celular sdo alvos importantes para o desenvolvimento de agentes
inibidores do crescimento destes patogenos (GEORGOPAPADAKOU, TKACZ, 1995;
RONCERO, 2002).

Nos fungos filamentosos, a quitina ¢ o maior componente da parede celular atuando de

forma marcante para a manuten¢ao da integridade celular (TAKAYA et al, 1998). A quitina ¢
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um homopolissacarideo composto por residuos de N-acetil-D-glicosamina em ligacao -3 (ou
B-(1-4) 2-acetoamido-2-deoxi-D-glicose) (Figura 2) (LENHNINGER, NELSON, COX,
2000). Trata-se de uma estrutura rigida amplamente distribuida pelos invertebrados, fungos e

algas conferindo a forca necessaria para proteger a célula de choques osmoticos (TRABULSI,

1999; TAKAYA et al., 1998).

Figura 2: Segmento de quitina com unidades de N-acetil-D-glicosamina em liga¢des B(1-4).
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Fonte: LENHNINGER, NELSON; COX, 2000.

A ocorréncia de quitina, em organismos como nematodeos, moluscos, insetos e na
parede celular de fungos e algumas algas, leva o metabolismo de quitina a ser um excelente
alvo para o desenvolvimento de estratégias para o controle da disseminagdo de pestes

(KRAMER; MUTHUKRISHNAN, 1997).

Apesar da quitina ser um dos mais importantes biopolimeros da natureza, o
conhecimento da sua biossintese ainda ¢ fragmentado, até o presente momento se conhece
quatro etapas (Figura 3): (i) conversdo da frutose-6-fosfato em glicosamina-6-fosfato, pela
acdo da frutose-6-fosfato aminotransferase (EC 2.6.1.16); (ii) acetilacdo da glicosamina-6-
fosfato formando N-acetilglicosamina-6-fosfato, catalisada pela 2-
acetilglicerolfosfoetanolamina acetiltransferase (EC 2.3.1.4); (iii) conversdo de N-
acetilglicosamina-6-fosfato em  N-acetilglicosamina-1-fosfato, pela ag¢do da N-
acetilglicosamina fosfomutase (EC 5.4.2.3); (iv) conversdao da N-acetilglicosamina-1-fosfato
em UDP-N-acetilglicosamina, catalisada pela agdo da UDP-N-acetilglicosamina
pirofosforilase (EC: 2.7.7.23) (PIROVANI et al, 2004, MIO et al, 1998; POMPEO et al, 2001;
YAMADA-OKABE et al.,, 2001). Desta forma, as enzimas envolvidas neste ciclo de
formacdo da quitina podem constituir bons alvos para antifingicos mais seletivos, para o
controle da praga. Assim, pode-se constatar em alguns trabalhos que as enzimas

pirofosforilase, sintase da quitina e quitinase, vem sendo estudadas com o intuito de se
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descobrir novos compostos capazes de bloquear ou controlar o crescimento do fungo

responsavel pela vassoura-de-bruxa. (SANTOS JUNIOR et al, 2011; SOUZA et al, 2009;

GALANTE, 2008).

Figura 3: Metabolismo de quitina
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Fonte: Adaptado de Pirovani et al., 2004.

A enzima UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase (EC 2.7.7.23) ¢ uma proteina que

pertence a superfamilia nucleotideos-difosfo-agucar transferase e a familia UDP-glicose

pirofosforilase. Esta enzima ¢ constituida de folhas beta paralela (beta/alfa/beta) segundo a

Structural Classification of Protein Database- SCOP (RSCB, 2011). Sua purificagdo foi

realizada a partir de cepas de Staphylococcus aureus cerca de 30 anos atras. No entanto, a

seqiiéncia génica que codifica esta enzima foi elucidada a partir de genes de Escherichia coli,

somente em 1993 (DE LUCA et al. 1996; SANTOS JUNIOR, 2007).

Recentemente Santos Junior et al (2011) determinaram a estrutura 3D da

pirofosforilase, uma das enzimas da via metabodlica da sintese de quitina. Para a constru¢do do

modelo seguiu-se o seguinte protocolo: 1- identificag¢do e selegdo da(s) proteina(s) molde(s) e
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alinhamento das seqiiéncias de residuos; 2- andlise estrutural da proteina molde identificada;
3- refinamento da proteina molde; 4- constru¢do do modelo; 5- validagdo do modelo.
Durantes os estudos foi possivel observar que a proteina molde utilizada apresentava uma
falha estrutural em 15 aminodacidos, esta falha foi corrigida e a proteina molde foi utilizada
para a constru¢do do modelo 3D. Foi possivel construir um modelo com boas qualidades
geométricas e boa estabilidade, este modelo foi entdo submetido a estudos de ancoragem
molecular, com o objetivo de se analisar a energia de ligagdo entre os substratos e a enzima.
Com os estudos de acoragem, utlizando-se o modelo, foi possivel perceber que a
pirofosforilase do fungo M. perniciosa ndo apresenta um bolsdo hidrofobico muito comum
em pirofosforilases de outros organismos. Esta informacdo deve ser levada em conta durante

o desenvolvimento do novo fungicida derivados nucleosideos.

Um outro alvo molecular para o controle do fungo M. perniciosa ¢ a sintase da quitina
(E.C. 2.4.1.16) uma enzima que desempenha importantes funcdes na diferenciacdo e
morfogénese de fungos filamentosos, como o M. perniciosa, que possuem a quitina como
principal componente estrutural de sua parede celular (RUIZ-HERRERA et al., 2002,
SOUZA, 2007). Para a sua atividade, essa enzima utiliza um cation bivalente (Mn"* ou Mg+2)
(MERZENDORFER, 2006) e o nucleotideco UDP-GIcNAc, como doador de agucar
(MULLER et al, 2002). A sintase da quitina pertence a familia multigénica das

glicosiltransferases. (MERZENDORFER, 2006).

A caracterizagdo génica e modelagem do provavel sitio catalitico da sintase da quitina
realizado por Souza (2007), objetivaram-se a caracterizagdo molecular experimental e in
silico do gene da sintase da quitina de M. perniciosa, (MopCHS), um provavel homologo do
gene chsl do Agaricus biscopuros. Os contigs de M. perniciosa foram mapeados com uma
cobertura de aproximadamente 80%, no produto génico de A. bisporus com alta significancia
estatistica, e pares de oligonucleotideos iniciadores foram produzidos para garantir a
amplificacdo para o sequenciamento de dois intervalos do provéavel gene MopCHS por primer
walking. Ap6s o sequenciamento completo do gene, que compreende 3443 pb (éxons e
introns), constituindo um cDNA com uma fase de leitura aberta com 2734 pb e codificando
uma proteina com 913 aminoacidos, um modelo de provével sitio ativo foi construido pelo

método de modelagem por homologia (SOUZA et al, 2009).

A quitina ¢ degradada a 2-acetamido-2-deoxi-B-D-glicosamina (N-acetilglicosamina —
GlcNAc) por quitinases (EC 3.2.1.14) (FELSE, PANDA, 1999; DUO-CHUAN, 2006;

DAHIYA et al., 2006). Enzimas quitinoliticas sdo amplamente encontradas em uma variedade
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de organismos, incluindo bactérias, fungos, plantas, invertebrados (principalmente
nematoides, insetos e crustdceos) e todas as classes de vertebrados (WATANABE et al.,
1991; PERRAKIS et. al., 1994; MIO et. al., 1998; HOWARD et. al., 2003). Em fungos, as
quitinases desempenham uma variedade de fungdes como, a digestao da parede celular, a
formagdo de septos, a germinagdo e a diferenciacao de esporos, o crescimento e a autdlise de

hifas (KIM et al., 2003; SELVAGGINI et al., 2004; DUO-CHUAN, 2006).

1.5 CONSIDERACOES FINAIS

Grandes impactos na cultura cacaueira na Bahia sdo provocados pela vassoura-de-
bruxa, que vem causando a queda de producdo, aumento dos custos e gastos diretos em
fun¢do do uso de medidas de controle, afetando diretamente o produtor e o preco do produto,
atingindo de forma indireta o consumidor. Além de impactos s6cios econdomicos resultantes
da menor produ¢do de cacau, outras mudangas ocorrem na regido produtora da Bahia, como:
uso da terra, venda de propriedades, nivel de emprego ¢ danos ao meio ambiente. Sendo
assim, ¢ de grande importancia o desenvolvimento racional de novos antifungicos de baixo
peso molecular baseando-se na obteng¢ao de substancias detectadas por screening bioquimico
completo, para que se venha desenvolver antifingicos mais eficazes, afim de combater a

vassoura-de-bruxa.

A elucidagdo estrutural de alvos moleculares tem sido uma das principais
ferramentas para o desenvolvimento racional de novos fadrmacos. Tendo em maos a
conformacao espacial de um receptor € possivel prever qual a estrutura do novo ligante, e com
1sso ha um planejamento racional deste composto protétipo. Desta forma ha um ganho de

tempo significativo e uma redugdo nos custos das pesquisas.
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2.1 INTRODUCAO

A UDP-N-acetilglicosamina difosforilase (E.C. 2.7.7.23), também conhecida como N-
acetilglicosamina-1-fosfato uridiltransferase e UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase ¢ uma
enzima bifuncional envolvida na sintese da UDP-N-acetilglicosamina (UDPNAcGIc), um
precursor essencial para a biossintese de peptideoglicano e lipopolissacarideos, em bactérias
gram positivas e negativas, como também para a formagao da quitina em fungos (ENZYME,

2011; EXPLORENZ, 20011; ROGERS, 2011; DEACON, 2005).

A UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase (UNACcP) catalisa as ultimas reagdes para a
biossintese do UDPNAcGIc, a transferéncia do grupamento uridil, proveniente do UTP, para
a N-acetilglicosamina-1-fosfato, tendo como cofator um cation divalente como o Mg*" e
como subproduto hé a liberagdo de fosfato inorganico (PPi) (KOSTREWA et al, 2001; MIO
et al, 1998; STROMINGER, SMITH, 1959).

Em eucariontes, duas enzimas diferentes catalisam reagdes equivalentes, a glicosamina-
6-fosfato acetiltransferase, que utiliza glicosamina-6-fosfato como substrato, ¢ a UDP-N-
acetilglicosamina pirofosforilase. Sendo a UNAcP essencial para a sobrevivéncia e
desenvolvimento de alguns organismos procariontes (bactérias) e eucariontes (fungos), pode-
se considera-la como um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos antibidticos

(KOSTREWA et al, 2001; MARUYAMA et al, 2007).

UDP-N-acetilglicosamina (UDPNAcGIc), a forma ativada da N-acetilglicosamina, ¢ o
precursor chave para reagdes de glicosilagdo, carboidratos O- ou N- ligados a proteinas
controlam uma série de funcdes nas células, que incluem o reconhecimento celular a
transporte de nutrientes (HART et al, 2007). Observa-se também que o UDPNAcGIc ¢
essencial para a sintese de quitina (maior componente da parede celular dos fungos) e de
glicosilfosfatidilinositol (&ncora de proteinas da face externa da membrana plasmatica)
(HERSCOVICS, ORLEAN, 1993; SILVERMAN et al, 1988; PENEFF et al, 2001). Em
bactérias o UDPNAcGIc representa um precursor essencial para a biossintese do
peptidioglicano e lipopolissacarideos (SNYDER, CHAMPNESS, 2007; MARUYAMA et al,
2006).

A biossintese do UDPNAcGIc pela UNACP ocorre no citoplasma, como a reagdo ¢
reversivel a enzima também pode ser chamada de N-acetilglicosamina-1-fosfato

uridiltransferase, tanto na reagdo anabolica quanto catabdlica ha a necessidade de um ion
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divalente (PNEFF et al, 2001; SANTOS JUNIOR et al, 2011). A estrutura cristalina da
UNACP foi determinada em muitas espécies, o que se tem relatado ¢ que a enzima pode ser
dividida em dois dominios principais correspondentes a duas fung¢des: o dominio de
acetiliacdao e o de pirofosforilagdo (KOSTREWA et al, 2001; OLSEN, REODERICK, 2001;
BROWN et al, 1999; MARUYAMA et al, 2006), em contraste com a UNACcP de procariotos,
a UNACP de eucariotos catalisa somente a pirofosforilacio (MURYAMA et al, 2006).

Segundo a Structural Classification of Protein Database-SCOP (RSCB, 2000a) a
UNACP pertence a superfamilia nucleotideos-difosfo-agucar transferase e a familia UDP-
glicose pirofosforilase. Esta enzima ¢ constituida de folhas beta paralela (beta/alfa/beta). Sua
purificagcao foi realizada a partir de cepas de Staphylococcus aureus cerca de 30 anos atras.
No entanto, a seqiiéncia génica que codifica esta enzima foi elucidada a partir de genes de
Escherichia coli, somente em 1993 (DE LUCA et al. 1996). Devido a importancia da enzima
para a sobrevivéncia de bactérias e fungos esta enzima tem atraido muito a atengdo da
industria farmacéutica, pois a mesma pode ser um bom alvo para o desenvolvimento de novos
antibioticos, com isso, este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento
bibliografico sobre a enzima UNACcP, enfocando os aspectos importantes para o entendimento
sobre as principais caracteristicas da enzima, constituindo assim uma fonte de dados sobre a

mesma para futuros estudos.

2.2 REACAO CATALISADA

A UNACP de procariotos e eucariotos nao apresenta alta similaridade em sua sequéncia
de aminodcidos (cerca de 10%), exceto, no entanto, pelo sitio ativo, o qual apresenta-se semi-
conservado, seguindo a sequéncia de Met/Leu-X;,-Gly-X-Gly-Thr-X-Met-X4-Pro-Lys
(BULIK, LINDMARK, JARROLL, 1998; MIO et al, 1998; PENEFF et al, 2001; OLSEN,
RODERICK, 2001; WANG-GILLAM et al, 1998; MARUYAMA, et al, 2007). A figura 1
esquematiza a rota de biossintese de UDPNAcGIc mostrando as estruturas dos intermediarios
metabolicos para procariotos e eucariotos. Deve-se ressaltar que a UNAcP de procariotos
além de catalisar a reacdo da UDPN-acetilglicosamina realiza também a acetilagdo da

glicosamina-1-fosfato em N-acetilglicosamina-1-fosfato.
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Figura 1: Rotas de biossintese da UDP-N-acetilglicosamina em procariotos e eucariotos
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A producdo de UDPNAcGIc envolve uma via biosintética que tem como ponto de
partida a frutose-6-fosfato (Figura 1), nesta via alguns pontos devem ser destacados, quando
se refere na acdo da UNACcP; primeiramente a glicosamina-6-fosfato (produto da
biotransforma¢do da frutose-6-fosfato) participa de duas vias de catalise diferentes, que
dependem do organismo em que a mesma se desenvolve; em procariotos ocorre a formagao
da glicosamina-1-fosfato e em eucariotos ocorre a liberagdao de N-acetilglicosamina-6-fosfato;
a glicosamina-1-fosfato ¢ acetilada propria UNAcP em procariotos, formando assim a N-
acetilglicosamina-1-fosfato; por sua vez em eucariotos a N-acetilglicosamina-6-fosfato ¢

convertida em N-acetilglicosamina-1-fosfato pela enzima acetilglicosamina fosfomutase (EC
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5.4.2.3). Por fim, a UNACP utiliza como substratos a N-acetilglicosamina-1-fosfato e uridina-
5’-trifosfato (UTP) (Figura 1) para formagdo do UDPNAcGIc. Esta etapa final de formagao
do UDPNACcGIc ¢ uma reagao que pode ocorrer em ambos os sentidos, tanto na formagao dos

produtos quanto na formag¢ao dos substratos. (PIROVANI et al, 2005;

A reacdo procede através do mecanismo substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2)
(figura 2), onde o oxigénio ndo esterificado do grupo fosfato da N-acetilglicosamina-1-fosfato
ataca o fosfato da posicao a da molécula de UTP. Os fosfatos das posi¢des 3 e y sdo entdo

liberados na forma de pirofosfato (PPi).

Figura 2: Reacdo de formagao da UDP-N-acetilglicosamina via mecanismo de substituicao
nucleofilica bimolecular (Sn2) sugerido por alguns autores.
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Fonte: adaptado de MARUYAMA et al, 2007

A presenga de cations divalentes, como ions de magnésio e cobalto, aumentam a
atividade enzimatica devido a sua acdo estabilizadora das cargas negativas dos grupos

fosfatos como pode ser evidenciado na figura 3(MARUYAMA et al, 2007).
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Figura 3: Sitio ativo da UNACcP de Escherichia coli esquematizando o equilibrio de cargas
ocasionado pela presenca do fon Co?".
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Fonte: Adaptado de OLSEN, RODERICK, 2001

Com a reversibilidade da reacdo da UNACcP os ensaios de atividade enzimatica da
reacdo pode ser averiguado no sentido de formagao dos produtos (UDP-N-acetilglicosamina +
PPi) como no sentido inverso (N-acetilglicosamina-1-fosfato + UTP). Alguns experimentos
usam marcagao radioativa para determinacao da atividade enzimatica; ja o ensaio inverso faz
uso de técnicas espectrofotométricas para o acompanhamento da reacdo (SZUMILO et al,

1996).

UDP-N-acetilglicosamina tem importancia central em muitos organismos (OLSEN;
RODERICK, 2001). Dentre suas func¢des, pode-se destacar: a) precursor de muitas
biomoléculas, incluindo lipopolissacarideos e peptidioglicano; b) um importante precursor de
glicosilagdes N- e O- dirigidas, quando presentes na superficie celular. As glicoproteinas
atuam como sinalizadores para o processamento de certas reagdes como a identificacdo
imunologica, desenvolvimento de tumores e interagdes célula-célula; c) essencial para a
sintese de quitina e glicosilfosfatidilinositol (componente de muitas proteinas de membrana)

(PENEFF et al, 2001; MIO et al, 1998).
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2.3 CARACTERIZACAO PROTEICA

A caracterizagdo da estrutura da UNACP deve levar em conta justamente a diversidade
estrutural que a mesma apresenta, além de diferengas sutis na reacdo catalisada, a enzima
também apresenta algumas diferencas estruturais quando se compara aquelas que sao

expressas em organismos procariontes € em eucariontes.

Alguns trabalhos caracterizaram o sitio ativo da UNAcP. Este sitio pode ser
arbitrariamente dividido em duas regides: 1) a regido de ligacdo da uridina (N-terminal) do
substrato UTP e 2) o sitio de ligagdo da N-acetilglicosamina (dominio-C) do substrato N-
acetilglicosamina-1-fosfato (Figura 4). O sitio de ligacdo da uridina consiste de um
seguimento formado pelos aminoacidos Alal2-Glyl4-Argl8-Lys25-GIn76-Aspl05. O sitio
de ligacdo para o N-acetilglicosamina ¢ formado pelos residuos Thr82-Thr137-Gly140-
Asnl169-Glyl171-Glul95-Thr199 (MOLCHALKIN et al 2008; OLSEN, VETTING,
RODERICK, 2008).
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Figura 4: Estrutura da UNACP da Escherichia coli evidenciando a localizagdo do dominio-C
e regido N-terminal.

Coen21ma A

A
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D

Fonte: Adaptado de MOLCHALKIN et al 2008; OLSEN, VETTING, RODERICK, 2008

a reagao de transferéncia do grupamento acetila conduzida pelo dominio-C, a
acetilglicosamina-1-fosfato produzida por essa reacdo ¢ liberada deste sitio ativo, onde
posteriormente se liga ao dominio N-terminal. Aparentemente, ndo ha um substrato

intermediario entre esses dois sitios ativos. (GEHRING et al, 1996).

A estrutura cristalina do dominio-C (acetiltransferase heptapepitideo) apresenta uma
conformagdo caracteristica conhecida como LBH (Left-handed p-helix) e ou trimérico ou
hexamérico (dimeros de trimeros) em estruturas oligomericas (Figura 5). Em todos os casos, o
dominio-C ¢ formado pela jungdo de dois dominios LBH adjacentes, podendo em alguns
casos levar a trés, aparentemente, independentes dominios-C por enzima trimérica (OLSEN,
VETTING, RODERICK, 2008). O LBH adota a forma de um tridngulo equilatéro com 20A
de largura e 50A de comprimento (Figura 5) (MOCHALKIN et al, 2007).
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Figura 5: Estrutura da UNACcP da Escherichia coli. A esquerda vista paralela ao eixo
molecular do dominio-C e a direita o LBH visto perpendicular ao eixo molecular 3D.

Fonte: Adaptado de MOCHALKIN et al, 2007

A regido N-terminal pode ser dividida em dois l6bulos separados pelo bolsdao do sitio
ativo. Os primeiros cem residuos, contendo a sequéncia consenso (Thr82-Thr137-Gly140-
Asnl169-Glyl171-Glul195-Thr199), forma a zona de ligacdo do nucleotideo, enquanto que a
segunda zona ¢ a responsavel pelo reconhecimento da molécula de acucar.

(SULZENBACHER et al, 2001).

A presenca do cofator altera a estrutura espacial da UNAcP, embora boa parte das
folhas-f ndo sofram alteragdes, pode-se constatar que o primeiro lobo do dominio N-terminal
aproxime-se mais dos substratos quando em presenca do cofator, esta aproximacao pode
chegar a até 3A. O ion Co*" pode fazer interagdes com os fosfatos presentes na UDPNAc
(distancia de 2,3A cada interacdo), os oxigénios da cadeira lateral da Asp105 (2,1A) e Asn227
(2,2A), e com duas moléculas de 4gua; a geometria resultante imita uma esfera octahédrica

geometricamente perfeita (Figura 3) (OLSEN, RODERICK, 2001).

As pirofosforilases de organismos eucariotos ndo realizam o processo de acetilagdo
como visto nas enzimas de procariotos. Estruturalmente elas apresentam um dominio central
na forma o—f—a, este enovelamento caracteristico ¢ denominado de Rossmann fold, e ¢
constituido de oito folhas beta rodeadas por oito alfa hélices, e nas extremidades duas
pequenas regides de folha beta (Figura 6) (PENEFF et al, 2001). O Rossmann fold ¢ um tipo

de estrutura supersecundaria de proteinas que foi elucidada por Michael Rossmann em 1973,
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essa configuragdo espacial ¢ tipicamente assumida por enzimas que tem nucleotideos como

substratos. (RAO, ROSSMANN, 1973; MURAMATSU et al, 2005).

Este pequeno dominio carboxi terminal extra ¢ formado por 68 residuos de
aminoacidos. Em contraste com o dominio carboxi terminal, a regido amino terminal ¢
formada por seguimentos semi-conservados na seqiiéncia de aminoacidos (PENEFF et al,
2001, SANTOS JUNIOR et al, 2011). No entanto, mesmo sendo descontinuo esta regido
mostra certo grau de similaridade quando comparada com enzimas de bactérias e de outros
organismos superiores. A seqiiéncia semi-conservada inclui Leu-X,-Gly-X-Gly-Thr-X-Met-
X4-Pro-Lys. Esta regido ¢ a responsavel pela reagdo de transferéncia do UTP para a
acetilglicosamina, sendo que esta reagdo ¢ estimulada por varios cations divalentes, incluindo

Mg, Co™ e Mn™ (OLSEN; RODERICK, 2001).

Figura 6: Modelo 3D da UNACcP do fungo Moniliophthora perniciosa

Alfa Hélice
Bl Folha Beta
B Loops

Fonte: SANTOS JUNIOR et al, 2011

O modo com o qual o nucleotideo se liga no sitio ativo da pirofosforilase ¢ similar em
todas as enzimas. O complexo agucar-nucleotideo acopla-se na regido central da enzima,
estabelecendo contato com a primeira metade desta regido (residuos 68-260) e em particular
com o loop composto pelos residuos Asp221-Leu226. O agucar ¢ estabilizado principalmente
por ligagdes de hidrogénio formadas com os residuos da segunda metade do loop central

(residuos 261-417) (PENEFF et al, 2001).
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A conformagdo da acetilglicosamina também tem importancia para seu reconhecimento
pelo sitio ativo da enzima. O grupamento hidroxila, ligado ao C4, liga-se em conformacao
equatorial por meio de ligagdes de hidrogénio a Gly290 e Asn327. A por¢dao N-acetil
estabelece numerosas ligagdes de hidrogénio com os aminoacidos Glu303, His331 e Asn223,
e uma interagdo hidrofobica com Phe381 e Phe383. Estes contatos sugerem uma
especificidade da enzima por hexosaminas acetiladas (Figura 6). Ao contrario do agtcar e do

nucleotideo, o grupamento fosfato ¢ bem menos estabilizado (PENEFF et al, 2001).

Figura 7: Interagdes hidrofilicas (A) e hidrofobicas (B) entre a acetilglicosamina e o sitio
ativo da enzima pirofosforilase.

A

Fonte: RSCB, 2007.

A interagdes hidrofobicas que ocorrem no sitio ativo de pirofosforilase derivam
principalmente de uma bolsa hidrofobica formada entre dois anéis benzénicos de residuos de
fenilalaninas localizadas nas posicdes 381 e 383. No entanto, 0 modelo construido por Santos
Junior et al (2011) ndo apresenta esta bolsa hidrofobica. Nas posi¢des 381 e 383 encontraram-
se uma glicina e uma leucina, respectivamente. Estas informag¢des podem ser levadas em
consideragdo para o desenvolvimento de novos inibidores mas especificos para a

pirofosforilase fungica. (SANTOS JUNIOR et al, 2011).

Quando se estuda a UNAcP de bactérias e outros microrganismos procariotos, existe
uma série de estruturas da enzima determinadas complexadas com os substratos naturais

como também com o produto (Tabela 1) (BROWN et al, 1999; KOSTREWA et al, 2001,
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OLSEN, RODERICK 2001; SULZENBACHER et al, 2001; MOCHALKIN et al, 2007).
Atualmente existem 35 estruturas da enzima UNAcP depositadas no Protein Data Bank
(PDB), sendo que cada uma destas mostra alguma particularidade, conforme descrito na
Tabela 1. A resolucio das proteinas variam de 1,75 a 3,41 A, quando mais alta for a resolugio
dos dados, mais alto serd a resolucdo do mapa de densidade eletronica, que

consequentemente, mostra uma melhor precisdo da posi¢do do 4atomos na estrutura

(KLEYWEGT, JONES, 1997).

O R-factor, que refere-se a proximidade entre o fator de estrutura calculado e o fator
observado, encontra-se dentro do limite aceitavel (proximos ou menores que 0,2) para todos
os modelos depositados no PDB. O ideal seria obter um valor igual a zero, no entanto, isso
nao ¢ possivel por uma série de razdes. O principal motivo refere-se a propriedade das
proteinas em possuir espacos que sdao preenchidos com moléculas de agua, que por sua vez,
ndo possui uma estrutura definida e também ndo estd incluida no modelo atdmico. Vibragdes
atdmicas também podem contribuir para a variagdo no R-factor, pois as mesmas ndo sdo

contabilizadas no modelo. (KLEYWEGT, JONES, 1997)

Somente a proteina 2V01 ndo apresentou um valor de R-free, em todas as outras o valor
estava presente e dentro do limite aceitavel, cerca de 0,26 acima do R-factor, sendo o ideal
seria um valor igual ao R-factor. O R-free ¢ uma forma de se retirar o viés que ¢ introduzido
com o R-factor, devido aos motivos apresentados anteriormente, assim o refinamento ¢

realizado com 90% das observagdes experimentais, € o R-free ¢ calculado para avaliar o quao

bem o modelo prevé os 10% que nao foram utilizados. (KLEYWEGT, JONES, 1997).
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Tabela 1: Estruturas 3D, resolucao, R-factor, R-free e origem da UNAcP depositadas no
PDB.
PDBID Resolu¢io R-factor R-free Organismo de origem Referéncia
A) (%) (%)
1IFWY 2,30 0,217 0,253  Escherichia coli Brown et al, 1999
1FXJ 2,25 0,234 0,274  Escherichia coli Brown et al, 1999
1G95 2,33 0,228 0,303  Streptococcus pneumoniae  Kostrewa et al, 2011
1G97 1,96 0,188 0,221  Streptococcus pneumoniae  Kostrewa et al, 2001
1HMO0 2,30 0,211 0,244  Streptococcus pneumoniae  Sulzenbacher et al, 2001
1HM8 2,50 0,184 0,243 Streptococcus pneumoniae  Sulzenbacher et al, 2001
1HM9 1,75 0,183 0,219  Streptococcus pneumoniae  Sulzenbacher et al, 2001
1HV9 2,10 0,211 0,248  Escherichia coli Olsen, Roderick, 2001
1JV1 1,90 0,183 0,220  Homo sapiens Peneff et al, 2001
1JV3 2,20 0,190 0,234  Homo sapiens Peneff et al, 2001
1JVD 2,40 0,193 0,251  Homo sapiens Peneff et al, 2001
1JVG 2,30 0,201 0,240  Homo sapiens Peneff et al, 2001
1VM8 2,50 0,210 0,266  Mus musculus A Ser Publicado —
RCSD, 2011c¢
2015 2,25 0,176 0,219  Escherichia coli Olsen, Vetting,
Roderick, 2007
2016 2,20 0,178 0,208  Escherichia coli Olsen, Vetting,
Roderick, 2007
2017 2,54 0,209 0,247  Escherichia coli Olsen, Vetting,
Roderick, 2007
2Q0KX 2,75 0,198 0,251  Mycobacterium Zhang et al, 2009
tuberculosis
2VOH 1,79 0,192 0,214  Haemophilus influenzae Mochalkin et al, 2007
2V0I 1,89 0,194 0,210  Haemophilus influenzae Mochalkin et al, 2007
2V0J 2,00 0,199 0,223  Haemophilus influenzae Mochalkin et al, 2007
2VOK 2,30 0,190 0,233  Haemophilus influenzae Mochalkin et al, 2007
2Vo01 2,20 0,187 - Haemophilus influenzae Mochalkin et al, 2007
2VD4 1,90 0,183 0,204  Haemophilus influenzae Mochalkin et al, 2008
2WV0 1,99 0,200 0,232 Haemophilus influenzae A Ser Publicado —
RCSD, 2011d
2YQC 1,90 0,174 0,201 Candida albicans Maruyama et al, 2007
2YQH 2,30 0,193 0,238  Candida albicans Maruyama et al, 2007
2YQJ 2,31 0,193 0,237  Candida albicans Maruyama et al, 2007
2YQS 2,30 0,183 0,223 Candida albicans Maruyama et al, 2007
3D8V 2,55 0,201 0,244  Mycobacterium Zhang et al, 2009
tuberculosis
3D98 2,50 0,199 0,244  Mycobacterium Zhang et al, 2009
tuberculosis
3DJ4 2,38 0,197 0,257  Mycobacterium Parikh et al, 2009
tuberculosis
3DKS5 2,23 0,227 0,271 Mycobacterium Parikh et al, 2009
tuberculosis
3FOQ 341 0,287 0,321  Mycobacterium Verma et al, 2009
tuberculosis
3FWW 2,50 0,217 0,277 Yersinia pestis pestoides A Ser Publicado —

RCSD, 2011e
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24 EXTRACAO E PURIFICACAO DA  UDP-N-ACETILGLICOSAMINA
PIROFOSFORILASE

A enzima UNACcP pode ser encontrada em uma variedade de organismos procariotos e
eucariotos, e esta envolvida na biossintese de oligossacarideos N- e O- dirigidos, glicilipideos,
peptideoglicanos e quitina, como referido anteriormente. Esta enzima foi parcialmente
purificada de mamiferos e bactérias, purificada e parcialmente caracterizada de fungos e

figado de suinos (BULIK; LINDMARK; JARROLL, 1998; HEMMING, 1974).

Os primeiros estudos de purificacdo da pirofosforilase foram publicados no Journal of
Biological Chemistry, em 1959, pelos pesquisadores Strominger e Smith, neste estudo, a
enzima foi parcialmente purificada de figado de bezerros e de cepas de Staphylococcus
aureus. A acetilglicosamina-1-fosfato formada a partir de UDP-N-AcGlc foi hidrolizada a
acetilglicosamina por prostatica fosfomonoesterase. A acetilglicosamina livre foi determinada

por um ensaio colorimétrico.

A UNACP tem sido estudada especialmente em sistemas eucarioticos (BULIK et al,
2000). Esta enzima foi extraida e purificada de Neurospora crassa (YAMAMOTO et al,
1979), Giardia intestinalis (BULIK; LINDMARK; JARROLL, 1998), do fungo Candida
albicans (MARUYAMA et al, 2006), figado de bezerro e Sthaphylococcus aureus
(STROMINGER; SMITH, 1959; ZENG et al, 1996); também foi purificada e caracterizada
de hepatdcitos de porco. No entanto, nenhum desses estudos de purificagao resultou em uma

enzima homogénea (SZUMILO et al, 1996).

Nos ensaios de purificagdo realizados por Yamamoto et al (1979), a UNAcP foi
purificada 500 vezes para alcancar a homogeneidade da fracdao soltivel de extratos de figado
de porco. Ao final da purificagdo, a enzima era bastante estavel e poderia ser mantida durante
pelo menos quatro meses em baixas temperaturas com apenas ligeira perda de atividade
(SZUMILO et al, 1996). Para os procedimentos de purificagdo, o ditiotreitol foi utilizado para
proteger a enzima contra a inativagdo térmica (YAMAMOTO et al, 1979).

O resultado da purificagdo da enzima apresentou uma Unica banda protéica, e esta
banda foi estimada a ter uma peso molecular de 125 kDa em Sephacryl S-300, e que
provavelmente ¢ um homodimero com duas subunidades de 64 kDa cada (SZUMILO et al,

1996). A UNACcP purificada manteve-se estavel por aproximadamente seis meses a
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temperatura de -20°C em solu¢do tampao Tris-HCI 30 mM, pH 7.5, contendo 20% de glicerol
e 0,1 mM de ditiotreitol (BULIK, LINDMARK, JARROLL, 1998).

Em 1993, o gene da UNACcP pirofosforilase da Escherichia coli foi seqilienciado
(MENGIN-LECREULX; HEIJENOORT, 1993) ¢ em 1999 sua estrutura cristalina foi
determinada através do mesmo procarioto (BROWN et al, 1999). Mio et al (1998) clonou,
sequenciou, e expressou a enzima de levedura e humanos e caracterizou parcialmente a

cinética enzimatica.

Peneff et al (2001) utilizaram a seqiiéncia da pirofosforilase de astrocitos humanos
para subclonar e expressar a enzima em células de Escherichia coli. A purificacdo da enzima
foi realizada por meio de cromotografia de troca i0nica, interagdo fenolica e exclusdo de
tamanho, dialisado contra Tris-HCI 10 mM pH 7,6 e ditiotreitol 2,5 mM, por ultimo a enzima
foi concentrada para 6,6 mg/mL. Para este tipo de estudo os ensaios de atividade enzimatica
foram realizados a 30°C em um meio contendo Tris-HCI 100 mM pH 8,0, cloreto de

magnésio (MgCl,) 5 mM e cloreto de potassio (KCl) 20 mM.

O pH o6timo da UNACcP foi determinado no sentido inverso da reacdo, uma vez que a
pirofosforilase catalisa a reagdo tanto no sentido de formar os produtos quanto da formagao
dos produtos para os reagente; Szumilo et al. (1996) realizou esta determinacdo tanto por
ensaio radioativo quanto por um teste colorimétrico, os resultados encontrados ficaram muito
proximos, 8.5 e 8.9, respectivamente. J& Strominger; Smith (1959) encontraram como pH
otimo o valor de 7,2 para a enzima extraida da bactéria S. aureus e figado de bezerros; valor
diferente também foi encontrado por Pattabiraman; Bachhawat (1961), no qual o pH 6timo foi
de 8.0, sendo a enzima extraida de cérebro de ovelhas; Yamamoto et al. (1979) a méxima
atividade enzimatica foi observada em pH 7,5; Bulik; Lindmark; Jarroll (1998) encontraram a
faixa de pH otimo em torno de 7.5 a 8.0, para a pirofosforilase extraida de Giardia

intestinalis.

Os estudos de Bulik e colaboradores mostraram que atividade maxima desta enzima
esta na faixa entre 37 a 42°C (BULIK; LINDMARK; JARROLL, 1998; YAMAMOTO et al,
1979). A enzima foi estavel em uma faixa de pH 6,0-7,5 a 4°C (YAMAMOTO et al, 1979). A
enzima tem ponto isoelétrico em torno de pH 4,4 (YAMAMOTO et al, 1979).

O peso molecular (PM) da enzima ¢ varidvel de acordo com o organismo de origem da

mesma; a pirofosforilase da Giardia intestinalis apresenta um PM igual a 66 kDa, o mesmo
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valor ¢ encontrado para a G. lamblia, 66 kDa (duas unidades de 33 kDa); a enzima extraida de
figado de porco apresentou um PM de 124 kDa, sendo duas subunidades de pesos diferentes
(57 e 64 kDa); o peso molecular em leveduras e Neurospora crassa foi de 37 kDa, os
menores valores encontrados (SZUMILO et al., 1996; BULIK LINDMARK; JARROLL,
1998; STROMINGER; SMITH, 1959; YAMAMOTO et al., 1976, PATTABIRAMAN,
BACHHAWAT, 1960).

A enzima purificada armazenada a 4°C em tampao fosfato de potéassio 0,1 M (pH 7,5)
contendo ditiotreitol 0,01 mM ¢ estavel por pelo menos duas semanas. A enzima sem
ditiotreitol ndo ¢ estavel, mas a perda de atividade durante o armazenamento pode ser
recuperado pela adicdo de ditiotreitol. O armazenamento da enzima a -20°C no mesmo
tampao sem adicdao de ditiotreitol, resulta em praticamente nenhuma perda de atividade por

duas semanas (YAMAMOTO et al, 1979).

Estudos referentes a estabilidade térmica da UNAcP demonstram que a atividade
enzimatica residual, na presenca de ditiotreitol a 40°C foi de cerca de 80%. No entanto, a
auséncia de ditiotreitol resultou na inativagdo da enzima pelo calor, sendo mantida apenas

50% da atividade a 40°C (YAMAMOTO et al, 1979).

A metodologia de purificagdo utilizada por SANTOS JUNIOR et al (2011)
demonstrou a existéncia de quatro isoenzimas da UNAcP que diferem entre si no tamanho e

nas suas caracteristicas fisico-quimicas: PyroMp I, PyroMp II, PyroMp III e PyroMp IV.

As isoenzimas PyroMp I e PyroMp II possuem atividade méaxima em faixas
semelhantes, que compreendem pH 7,3-8,4 e temperatura o6tima entre 51 e 68°C. Ja as
isoenzimas PyroMp III e PyroMp IV possuem maior atividade na faixa de pH de 6,9-7,7 e
temperatura entre 28 a 37°C (SANTOS JUNIOR et al, 2011).

A enzima requer cations divalentes para estimular a reagdo de pirofosforolise. Foi
observado por Strominger e Smith (1959) que a concentragdo 6tima para o Mg”" era de 0,001
a 0,003M, e que houve inibi¢do da enzima em altas concentragdes deste cation. Os cations
Mg®, Mn?" e Co*" mostraram-se eficazes em ordem decrescente. J4 os demais foram
ineficazes ou demonstraram atividade inibitéria (YAMAMOTO et al, 1979). Dentre eles, o
fon magnésio (Mg*") é o melhor cofator para a UDP-GIcNAc pirofosforilase na maioria dos

organismos ja estudados (Tabela 2) (BULIK; LINDMARK; JARROLL, 1998).
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Tabela 2: Efeitos de cations divalentes na atividade da enzima UDP-GIcNAc pirofosforilase
de Neurospora crassa

Ion Atividade relativa (%)

Mg2+ (cloreto) 100

Co”"(cloreto) 38

Zn*' (sulfato) 12

Fe’" (sulfato) 3

Pb*" (acetato) 0

Fonte: YAMAMOTO et al, 1979.

Na presenca dos catios Mn"?, Mg, Co™ e Ni™? a atividade enzimatica foi 6tima, ja com
os fons Zn"2, Cu™ e Fe™ foi encontrada uma atividade razoavelmente satisfatoria; outros fons
como Fe™ , Ca™e HgJr2 ndo modificaram a atividade (OLSEN; RODERICK, 2001). O estudo
de variacdo de concentragdo para os fons mais eficazes (Mn'™, Co™ e Mg™) indicou que a
faixa 6tima de atividade enzimatica ¢ conseguida quando estes ions estdo no intervalo de
concentracdo de 0,5 a 1,0 mM. Para todos os ions concentra¢des acima de 1mM resultam em
queda da atividade. A pirofosforilase extraida de cérebro de ovelhas mostrou melhores

resultados com o Mg, seguido do Co™ e Mn" (SZUMILO et al., 1996).

2.5 CINETICA ENZIMATICA

A UNACP extraida de Giardia intestinalis apresenta uma cinética enzimatica tipica de
Michaelis-Menten, cujos valores de Ky, € V. foram, respectivamente, 2,25 mmol e 1,6

mg/proteina; vale destacar que quando tem-se como reagente a acetilglicosamina-1-fosfato a
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reagdo ndo segue uma cinética de Michaelis-Menten, a cinética enzimdtica apresenta uma
curva sigmoide, sugerindo ligacdo cooperativa do substrato com a enzima, comportamento
este que indica que a enzima ¢ homoalostérica. Outros valores encontrados para o Km sao
0,23 mmol, 6,1 mmol ¢ 0,94 mmol para a pirofosforilase extraida de figado de porco,
leveduras e S. aureus, respectivamente, deve-se atentar que estes valores foram encontrados
na reacgdo reversa realizada pela enzima (BULIK, LINDMARK, JARROLL, 1998; SZUMILO
et al, 1996; STROMINGER, SMITH, 1959; KAWAI et al, 1976).

Para a enzima extraida da Giarda intestinalis, o UMP inibe competitivamente a enzima
para a formacdo da UDPNAcGIc (Ki = 0,25nM). Esta inibi¢do parece ser reversivel, pois a
atividade da enzima foi restaurada depois de dialisada. UTP, UDP, ADP, AMP e uridina ndo
afetam a atividade da enzima em concentra¢des acima de SmM. UNACcP de leveduras e N.
crassa sao inibidas pela uridina no sentido da formacao da pirofosforolise, sendo que a
uridina foi um inibidor ndo competitivo com o UDPNAcGIc (Ki = 1,8mM para leveduras e
1,ImM para N. crassa) (YAMAMOTO et al, 1980; SZUMILO et al, 1996, STROMINGER,
SMITH, 1959).

No trabalho publicado por Santos Junior et al (2011), a pirofosforilase extraida do fungo
M. perniciosa apresentou quatro isoformas, sendo que o valor de Km encontrado foi de 3,54
mmol para a PyroMp I, 13,97 mmol para a PyroMp 11, 4,22 mmol para a PyroMp III e 13,30
mmol para a PyroMp IV. O Vmax exibiu valores que se encontramvam-se na faixa de 27,03 a

30,30 umol min-1. (SANTOS JUNIOR et al, 2011).

2.6 CONSIDERACOES FINAIS

A enzima UNAcP mostrou uma importancia crucial para a sintese da UDP-N-
acetilglicosamina, no entanto, a atuacdo da enzima sobre a producao deste metabdlito pode
ser explorada em outros campos como na industria farmacéutica, pois a UDP-N-
acetilglicosamina faz parte de ciclos celulares de organismo como bactérias e fungos, a
inibicdo da enzima pode implicar no controle de algumas infecg¢des, podendo ajudar no

desenvolvimento ou melhoramento de novos farmacos antifingicos ou antibacterianos.

A UNACP apresenta algumas diferengas quando compara-se organismos procariontes e
eucariontes, estas diferenciagdes estdo correlacionadas tanto a reagdo catalisada quanto a

estrutura 3D assumida pela enzima. Em procariontes a reagdo ocorre em duas etapas
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(acetilacdo e pirofosforolise) enquanto que em eucariontes ocorre somente a pirofosforélise.
Estruturalmente a UNACP apresenta como sitio caracteristico o enovelamento do tipo LBH ou

Rossmann fold, para procariontes e eucariontes, respectivamente.

A purificacdo e caracterizagdo da enzima também apresenta muitas particularidades, foi
possivel observar que propriedades como massa molecular, condi¢des de extragao, Km, Ki,
estabilidade, temperatura e pH 6timo variam de acordo com o organismo na qual a enzima era
extraida. Este fator ¢ muito importante, pois a busca da inibi¢ao da pirofosforilase deve ter em
mente a utilizacdo da enzima, nos ensaios de inibicdo, do micro-organismo que se deseja

controlar.

Os ions utilizados como cofatores da enzima sao cruciais para a ocorréncia da reagdo, no
entanto, como pode ser visto, ndo somente a propriedade em ser divalente ¢ importante para o
processamento da reacdo, a natureza do ion também tem forte impacto nas caracteristicas da

enzima, em alguns casos podendo inclusive inibir a tividade enzimatica.

Portanto o principal enfoque a ser dado sobre a enzima estudada ¢ que suas
caracteristicas estdo intimamente ligadas ao organismo em que a mesma se expressa, sendo
assim, estudos ligados a pirofosforilase devem partir inicialmente da extracdo, purificagdo e
caracterizacdo da mesmo, pois com estes dados € possivel planejar melhor os estudos a serem

realizados.



54

REFERENCIAS

BROWN, K. et al. Crystal structure of the bifunctional N-acetylglucosamine 1-phosphate
uridyltransferase from Escherichia coli: a paradigm for the related pyrophosphorylase
superfamily. The EMBO Journal. v.18 n.15 p.4096—4107, 1999

BULIK, D.A.; LINDMARK, D.G.; JARROLL, E.D. Purification and characterization of
UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase from encysting Giardia. Molecular and
Biochemical Parasitology. v. 95, n. 198, p. 135-139, 1998.

CASSANO, A. G.; ANDERSON, V. E.; HARRIS, M. E. Understanding the transition states
of phosphodiester Bond cleavage: insights from heavy atom isotope effects. Biopolymers. v.
73, p. 110-129, 2004.

DEACON, J.W. Fungal Structure and utrastrucutre. In: . Fungal Biology. Oxford. 4th ed.
Blackwell Publishing Ltd. 2005, p. 48-66.

DE LUCA, C. et al. Overexpression, one-step purification and characterization of UDP-
glucose dehydrogenase and UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase. Bioorganic e
Medicinal Chemistry. v. 4, n.1, p. 131-142, 1996.

ENZYME, 2011. ExPASy Bioinformatic Resource Portal. Disponivel em:
http://enzyme.expasy.org/cgi-bin/enzyme/enzyme-search-ec. Acesso em: 12 set. 2011.

EXPLORENZ, 2011. The Enzyme Database: EC 2.7.7.23. Disponivel em:
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=2.7.7.23. Acesso em: 12 set. 2011.

GEHRING, A.M., LEES, W.J., MINDIOLA, D.J., WALSH, C.T., AND BROWN, E.D.
Acetyltransfer precedes uridyltransfer in the formation of UDP-N-acetyl- glucosamine in
separable active sites of the bifunctional GImU protein of Escherichia coli. Biochemistry. n.
35, p. 579-585, 1996.

KAWAL H. et al. Purification of yeast UDP-N-acetilglicosamine pyrophosphorylase and its
stabilization by dithiothreitol. J. ferment. Technol. n. 54, p. 463-5, 1976.

KLEYWEGT, G. J. ; JONES, T. A. Model-building and refinement practice. Methods in
Enzymology, n. 277, p. 208-230, 1997.

KOSTREWA, D. et al. Crystal Structure of Streptococcus pneumonia N-acetylglycosamine-
1-phosphate Uridyltransferase, GImU, in Apo Form at 2.33 A resolution and in complex with
UDP-N-acetylglucosamine and Mg*" at 1.96A resolution. J. Mol. Biol. n.305, p. 279-289,
2001.

HART, G. W. et al. Nucleoplasmics and cytoplasmic glycoproteins. John Willey & Sons, Ltd,
Chichester, UK, 2007, 145 p.

HEMMING, F. W. Biochemistry of Lipids (Goodwin, T. W., ed). University Park Press,
Baltimore, 1974, p. 39-97.

HESCOVICS, A.; ORLEAN, P. Glycoprotein biosynthesis in yeast. The FASEB Journal. v.
7, p. 540-550, 1993.



55

MURAMATSU, H. A New Family of NAD(P)H-Dependent Oxidoreductases Distinct from
Conventional Rossmann-Fold Proteins. Journal of Bioscience and Bioengineering. vol. 99,
N. 6, p. 541-547, 2005.

MARUYAMA, D. et al. Purification, crystallization and preliminary X-ray diffraction studies
of UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphosrylase from Candida albicans. Acta Cryst. f. 62,
p. 1206-1208, 2006.

MARUYAMA, D. et al. Crystal structure of uridine-diphospho-N-acetylglucosamine
pyphosphosrylase from Candida albicans and catalytic reaction mechanism. The Journal of
Biological Chemistry. v. 282, n. 23, p. 17221-17230, 2007.

MIO, T. et al. The eukaryotic UDP-N-Acetylglucosamine pyrofosforilases. The Journal of
Biological Chemistry. v. 273, n. 23, p. 14392-14397, 1998.

MOCHALKIN, I. et al. Characterization of substrate binding and catalysis in the potential

antibacterial target N-acetylglucosamine-1-phosphate uridyltransferase (GImU). Protein Sci.
v. 16, n. 12, p. 2657-66, 2007.

MOCHALKIN, I. et al. Structure of a small-molecule inhibitor complexed with GImU from
Haemophilus influenzae reveals an allosteric binding site. Protein Sci. v. 17, n. 03, p. 577-82,
2008.

OLSEN, L. R.; RODERICK, S. L. Structure of Echerichia coli GImU pyrophosphorylase and
acetyltransferase active sites. Biochemistry, n. 40, p. 1913-1921, 2001.

OLSEN, L.R.; VETTING, M.W. RODERICK, S.L. Structure of the E. coli bifunctional
GImU acetyltransferase active site with substrates and products. Protein SCi. v. 16, n.6, p.
1230-5, 2007.

PARIKH, A. et al. PknB-mediated phosphorylation of a novel substrate, N-
acetylglucosamine-1-phosphate uridyltransferase, modulates its acetyltransferase activity. J.
Mol. Biol. v. 386, n.2, p.451-64, 2009.

PENEFF, C. el al. Crystal structures of two human pyrophosphorylase isoforms in complexes
with UDPGIc(Gal)NAc: role of the alternatively spliced insert in the enzyme oligomeric
assembly and active site architecture. The European Molecular Biology Organization
Journal, v. 20, n. 22, p. 6191-6202, 2001.

PIROVANI, C. P. ; OLIVEIRA, B. M. ; DIAS, C. V. ; SANTOS JUNIOR, M. C. ;
HORACIO JUNIOR, B. T. ; SOUZA, C. S. ; UETANABARO, A. P. T. ; TARANTO, A. G. ;
LOPES, M. A. . Knowledge Discovery in Genome Database: The chitin metabolic pathway in
Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer. In: Proceedings of the fourth brazilian symposium on
mathematical and computacional biology, 2005, Rio de Janeiro. Proceedings of the fourth

brazilian symposium on mathematical and computacional biology. Rio de Janeiro : e-papers,
2005. v. 1. p. 122-139.

RAO, S. T.; ROSSMANN, M. Comparison of super-secondary structures in Proteins. J. Mol.
Bio. N.76, p.241-256, 1973.

ROGERS, K. Bacteria and Viruses. 1th ed. Britannica Educational Publishing, 2011, 205p.



56

RCSD, 2000a. RSCB Protein Data Bank. Disponivel em:
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1JV1. Acesso em: 25 abr 2007.

RCSD, 2000b. RSCB Protein Data Bank. Disponivel em:
http://www.rcsb.org/pdb/ligand/ligandsummary.do?hetld=UD1&sid=1JV1. Acesso: 22 abr
2007.

RSCB, 2011c. RSCB Protein Data Bank. Disponivel em:
http://www.pdb.org/pdb/explore.do?structureld=1VMS. Acesso: 19 set 2011

RSCB, 2011d. RSCB Protein Data Bank. Disponivel em:
http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2wO0v. Acesso: 19 set 2011

RSCB, 2011e. RSCB Protein Data Bank. Disponivel em:
http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=3fww. Acesso: 19 set 2011

SANTOS JUNIOR, M. C.; GONCALVES, P. A.; TARANTO, A. G.; KOBLITZ, M. G. B.;
GOES-NETO, A.; PIROVANI C. P.; CASCARDO, J. C. M.; CRUZ, S. H.; ZINGALI R. B ;
PEREIRA, G. A. G.; DIAS, C. V.; ASSIS, S. A. Purification, characterization and structural
dertermination of UDP-N-Acetylglucosamine pyrophosphorylase produced by
Moniliophthora perniciosa. J. Braz. Chem. Soc. v. 22, n. 6, p. 1015-1023, 2011.

SILVERMAN, S. J., et al. Chitin synthase 2 is essential for septum formation and cell
division in Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl. Acad. Sci. v. 85, p. 4735-4739.

STROMINGER, J. L.; SMITH, M. S. Uridine diphosphoacetylglucosamine
pyrophosphorylase. The Journal of Biological Chemistry, v. 234, n. 7, p. 1822-1827, 1959.

SNYDER, L.; CHAMPNESS, W. Molecular genetics of bacteria. American Society of
Microbiology, Washington, DC, 2007

SZUMILO, T. et al. Purification to homogeneity and properties of UDP-GIcNAc (GalNAc)
Pyrophosphorylase. The Journal of Biological Chemistry. v. 271, n. 22, p. 13147-13154,
1996.

SULZENBACHER, G. et al. Crystal structure of Streptococcus pneumoniae N-
acetylglucosamine-1-phosphate uridyltransferase bound to acetyl-coenzyme A reveals a novel
active site architecture. J Biol Chem. v. 276, n. 15, p. 11844-51, 2001.

TELES, A. B. L. Estudo do mecanismo catalitico da pirofosforilase do fungo
Moniliophthora perniciosa por métodos QM/MM. 2011, 64p. Dissertacao (Mestrado em
Biotecnologia). Departamento de Ciéncias Biologicas. Universidade Estadual de Feira de
Santana, Feira de Snatana, 2011

YAMAMOTO, K. et al. Purification and characterization of yeast UDP-N-acetylglicosamine
pyrophosphosrylase. Agric. Biol. Chem. n. 40, p. 2275-81, 1976.

YAMAMOTO, K. et al. Purification and some properties of uridine diphosphate N-
acetylglucosamine pyrophosphorylase from Neurospora crassa. Can. J. Microbiol. n. 25, p.
1381-6, 1979.



57

YAMAMOTO, K. et al. Inhibition of UDP-N-acetylglicosamine pyrophosphorylase by
uridine. Biochimica et Biophysica. n. 614, p. 367-372, 1980.

WANG-GILLAM, A. et al. A 17-Amino Acid Insert Changes UDP-N-Acetylhexosamine
Pyrophosphorylase Specificity from UDP-GalNAc to UDP-GIcNAc. The Journal of
Biological Chemistry. v. 273, n. 42, p. 27055-27057, 1998.

VERMA, S. K. et al. Structure of N-acetylglucosamine-1-phosphate uridyltransferase (GImU)

from Mycobacterium tuberculosis in a cubic space group. Acta Crystallogr. n. 65(f), p. 435-
439, 2009.

ZHANG, Z. et al. Structure and function of GImU from Mycobacterium tuberculosis. Acta
Crystallogr. n.65(Pt 3), p. 275-83, 2009.



58

CAPITULO 3

PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND STRUCTURAL
DETERMINATION OF UDP-N-ACETYLGLUCOSAMINE
PYROPHOSPHORYLASE PRODUCED BY MONILIOPHTHORA
PERNICIOSA'

! Artigo em anexo. Publicagio na revista: Journal of Brazilian Chemistry Society, Vol. 22, No. 6, 1015-1023, 2011



59

Resumo

A enzima UDP-N-Acetilglicosamina pirofosforilase de Moniliophthora perniciosa (CCMB
0257), o fungo patogénico causador da doenca vassoura-de-bruxa do Theobroma cacao, foi
parcialmente purificada por precipitagdo com sulfato de amonio e cromatografia de gel
filtragdo em Sephacryl S-200. O tampao de extra¢do da enzima foi o fosfato de sodio, 0,050
mol L, pH 7,0, contendo 1,0 mol L' de NaCl. A metodologia de superficie de resposta
(MSR) foi usada para a obtengdo do pH e temperatura 6tima. Os resultados mostraram quatro
diferentes isoenzimas (PyroMp I, Il PyroMp, PyroMp III e IV PyroMp) que apresentaram pH
otimo na faixa de 6,9-8,4 e temperatura 6tima variando entre 28 a 68°C. A estrutura 3D de
pirofosforilase do M. perniciosa foi obtida por modelagem comparativa. O modelo obtido
mostrou uma boa qualidade, possuindo 78,6% de aminoacidos nas regides energeticamente
favoraveis. O modelo foi entdo submetido a simulagdes de Dinamica Molecular (DM). O
modelo apresentou uma boa qualidade geométrica apds as simulagdes de DM (91,1% -
grafico de Ramachandran). A procura pelo sitio ativo da enzima mostrou que este € mantido
extremamente conservado. Este modelo pode ser tutil para desenvolvimento de novos
inibidores contra a doenga da vassoura-de-bruxa.

Palavras-chave: pirofosforilase, Moniliophthora perniciosa, caracterizagdo cinética,
purificagdo, isoenzimas, estabilidade térmica, estrutura 3D, modelagem comparativa
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ESTUDOS DE ANCORAGEM MOLECULAR NA ENZIMA UDP-
N-ACETILGLICOSAMINA PIROFOSFORILASE DO FUNGO M.
PERNICIOSA
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4.1 INTRODUCAO

A maioria dos farmacos foram descobertos por metodologias de tentativa e erro, as
quais consomem muito tempo e apresentam um gasto muito grande durante sua realizagao.
No entanto, o desenvolvimento racional de fArmacos surgiu como uma ferramenta mais eficaz
e rapida para a descoberta de novos compostos bioativos, através da utilizacao de informagdes
acerca dos receptores macromoleculares ¢ possivel se chegar mais rapidamente a um alvo
terapéutico (KURTZ, 1992). A modelagem molecular pode auxiliar nesse processo como
uma ferramenta muito importante, pois possibilita um maior entendimento de resultados

biologicos (PARRY-SMITH, 1998).

A etapa inicial para o desenvolvimento racional de fdrmacos ¢ a escolha do alvo
molecular, a escolha desse alvo baseia-se ndo somente no problema que se deseja resolver,
mas também envolve fatores econdmicos e sociais (PATRICK, 2005). Em 1989 a economia
da Bahia e outras regides sofreu um forte impacto, a producdo de cacau sofreu uma drastica
reducdo, o que, em parte, pode ser explicado pelo surgimento e desenvolvimento do fungo
Moniliophthora perniciosa, que € responsavel por uma praga conhecida como vassoura-de-
bruxa do cacaueiro (PEREIRA et al., 1990). Esta enfermidade foi responsavel por danos que
compreendem efeitos econdmicos e sociais, além do impacto agronomico imediato. E devido
a ela o Brasil passou a importar o produto. Em 2000, foram importadas cerca de 71.000
toneladas de améndoas de cacau (COMPANHIA DAS DOCAS DO ESTADO DA BAHIA,
2002). Em 1980 a produgdo de cacau no Brasil era de 368 mil toneladas, em 2005 esse
numero caiu para 155 mil toneladas (CEPLAC, 2012).

Esforcos foram utilizados para tentar conter a expansao da vassoura-de-bruxa na Bahia,
no entanto, boa parte destes falharam devido a muitas razdes, sendo a falta de resisténcia
genética durante os primeiros contatos com a praga. A redu¢do do avango da praga tem sido
feita utilizando medidas bésicas e praticas de agricultura como podas fitossanitarias,
fertilizagdo ou aplicacdo de fungicidas ctpricos. O aumento de precos dos fungicidas aliado
ao valor de aplicacdo (300kg/he) tem inviabilizado esta pratica para a maioria dos agricultores
(MEDEIROS et al, 2010). Esforcos tém sido voltados para a busca de medidas alternativas
para o controle efetivo da vassoura-de-bruxa, podendo ir desde a racionalizacdo do uso dos
fungicidas cupricos (ainda muito caros) a redu¢ao da frequéncia de realizagdes do saneamento

vegetal (COSTA et al, 2009; MEDEIROS et al, 2010).
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Varios compostos quimicos vém sendo testados com o objetivo de prevenir ou erradicar
a vassoura-de-bruxa, porém os resultados ndo tém sido satisfatorios (OLIVEIRA, LUZ,
2005). Inibidores da biossintese da parede celular bacteriana, como as penicilinas e
cefalosporinas, tém apresentado bons resultados no controle de infec¢des bacterianas. De
forma similar, a parede celular dos fungos ¢ um bom alvo para o desenvolvimento de potentes
antifungicos (GRIFFITH, TRACY, 2002). A UDP-N-acetilglicosamina ¢ um precursor
essencial para a sintese de quitina, principal componente da parede celular fungica

(HERSCOVICS; ORLEAN, 1993).

Na busca por um controle efetivo da vassoura-de-bruxa, escolheu-se a rota metabolica
que leva a sintese da quitina. O alvo nessa via metabolica foi a enzima UDP-N-
acetilglicosamina pirofosforilase (UNACcP) que ¢ a responsavel pela reacao que forma UDP-
N-acetilglicosamina. Desta forma, a inibi¢do da formag¢dao de UDP-N-acetilglicosamina
afetara a formagdo de quitina e assim a sintese da parede celular, um componente crucial para

o desenvolvimento do fungo.

Seguindo as metodologias para o desenvolvimento racional de farmacos, os inibidores
para a enzima pirofosforilase foram concebidos de acordo com as consideragdes e analises
existentes na literatura acerca da forma com o UDP-N-acetilglicosamina ¢ UTP ligam-se ao
sitio ativo da enzima, neste sentido, o conhecimento da conformacao espacial do sitio ativo da
enzima (SANTOS JUNIOR, 2007) juntamente com os poucos ensaios de inibi¢ao realizados
com a enzima (STROMINGER, 1959) foram fundamentais para o desenho dos novos

antifungicos.

A conformacao do UTP no sitio ativo da UDPGIcNACc ¢ similar em todas as enzimas. O
UTP acopla-se na regido central da enzima, estabelecendo contato com a primeira metade
desta regido (residuos 68-260) e em particular com a alga formada pelos residuos Asp221-
Leu226. O acgtcar ¢ estabilizado principalmente por ligagdes de hidrogénios formadas com os
residuos da segunda metade do loop central (residuos 261-417). A porcao N-acetil estabelece
numerosas ligagdes de hidrogénio com os aminodcidos Glu303, His331 e Asn223, e uma
interacdo hidrofobica com Phe381 e Phe383 (PENEFF et al, 2001). A pirofosforilase do
fungo M. perniciosa possui um sitio ativo diferente das pirofosforilases que possuem estrutura
3D determinada, ndo hd um bolsdo hidrofobico que estd presente nas outras enzimas

(SANTOS JUNIOR, 2007; SANTOS JUNIOR et al, 2011).

Portanto este trabalho objetivou realizar estudos de ancoragem molecular seguidos por

simulagdes de dinamica molecular da enzima UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase do
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fungo M. perniciosa. Tendo como meta o desenvolvimento de novos inibidores da enzima
pirofosforilase de modo que os mesmo possam ser utilizados para o manejo da praga causada

por este fungo.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Selegao dos ligantes

A selecdo dos ligantes foi realizado com base na conformacao espacial do sitio ativo
do modelo construido por Santos Junior (2007), juntamente com outras informacdes
pertinentes (principais interacdes e orientacao espacial) acerca do reconhecimento molecular

da enzima por seus ligantes.

Os compostos que podem ser reconhecidos pela UNACcP foram usados como base para
o desenvolvimento dos inibidores protdtipos. Sendo assim, os substratos, produtos e
inibidores foram o ponto de partida do estudo. Descartando os compostos com atividade
inespecifica (ions e substancias quelantes), o conjunto de dados ficou composto pelos
substratos N-acetilglicosamina e uridina-5'-trifosfato [UTP], pelo produto UDP-N-
acetilglicosamina (PENEEF et al, 2001; MARUYAMA et al, 2007) e pelo inibidor uridina
(STROMINGER, SMITH, 1959).

O modelo construido para a UNAcP do fungo M. Perniciosa foi alinhado com a
estrutura cristalografica 1JV1 (1,9A de resolucdo). A orienta¢io da sobreposi¢io foi feita com
base no alinhamento dos sitios ativos, que se mostrou conservado (PENEFF et al., 2001;
OLSEN; RODERICK, 2001; DE LUCA, 1996). Dentre as enzimas depositadas no Protein
Data Bank (PDB), esta estrutura apresenta as seguintes vantagens sobre outras: a) maior
similaridade com a sequéncia da UNAcP do M. perniciosa, b) melhor resolucao, c¢) apresenta-
se complexada com os dois substratos naturais (PENEFF et al, 2001; EUROPEAN
BIOINFORMACTICS INSTITUTE, 2011).

Os compostos protétipos foram gerados levando em consideragdo a natureza quimica
dos substratos da enzima e dos inibidores descritos na literatura, sendo portanto estes os
critérios para a selecdo dos novos ligantes. Como requisitos minimos foram estabelecidos o
grupamento nucleosideo, importante para o encaixe no sitio ativo da enzima (YAMAMOTO
et al, 1980; PENEFF et al, 2001) e uma porcao contendo o grupamento acetilglicosamina,
local onde ocorre a reacdo de transferéncia do grupamento fosfato (OLSEN; RODERICK,
2001), estes sitios mostram-se importantes para o reconhecimento molecular da enzima para
com seus substratos. Estes compostos foram projetados em conjunto com o Prof. Dr. Ricardo

José Alves, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), o qual apresenta uma larga
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experiéncia na sintese de carboidratos. Finalmente, os orbitais HOMO e LUMO foram

calculados pelo método AM1 (DEWAR et al, 1984).

4.2.2 Estudos de Ancoragem

O estudo de ancoragem foi realizado no programa Autodock Vina 1.0.2, que utiliza o
algoritmo [terated Local Search Global Optimizer para otimizagdo global estocéstica, com
1Ss0 uma sucessao de passos com uma mutagdo e otimizacao local (pelo método Broyden-
Fletcher-Goldfarb-Shanno [BFGS]) sdo conduzidas, sendo que cada passo obedece ao critério
Metropolis (TROTT, OLSON 2010).

Para a construcdo da caixa de ancoragem (grid box) foram utilizadas as coordenadas
dos substratos da enzima (N-acetilglicosamina-1-fosfato [NAcGIclP] e UTP). Estas
coordenadas foram obtidas a partir da sobreposi¢cdo entre a proteina cristalografica 1JV1 e o
modelo construido por Santos Jr et al (2011). Apos a sobreposicdo das duas proteinas, com
base no alinhamento entre os sitios ativos, a estrutura da 1JV1 foi retirada e as coordenadas
atomicas dos substratos da enzima permanecerem no sitio ativo do modelo construido.

O modelo utilizado possui dois substratos em seu sitio ativo, sendo assim, foram
construidas trés caixas de ancoragem, sendo uma envolvendo a acetilglicosamina-1-fosfato
(SA1), outra no UTP (SA2), e por fim, uma que agrupasse tanto a acetilglicosamina-1-fosfato
quanto o UTP (SA3). Esta construcao foi necessaria, pois o programa Autodock Vina trabalha
apenas com um ligante por vez, € como 0S compostos propostos apresenta caracteristicas que
possam faciliar sua ligagdo em uma zona ou em outra, optou-se por testar as possibilidades
existente.

A SA1 foi definida como um cubo com centro geométrico na acetilglicosamina-1-
fosfato, possuindo dimensdes de 10 x 10 x 10 A, espacamento de pontos de 1A e coordenadas
X,Y e Zde -53.716, -15.923 e 77.297, respectivamente. A SA2 foi definida como um cubo
com centro geométrico no UTP, possuindo dimensdes de 14 x 10 x 6 A, espagamento de
pontos de 1A e coordenadas X, Y e Z de —61.543, -20.034 e 77.297, respectivamente. A SA3
foi definida como um cubo com centro geométrico entre a acetilglicosamina-1-fosfato e o
UTP, possuindo dimensdes de 18 x 14 x 16 A, espacamento de pontos de 1A e coordenadas

X,Y e Zde—58.323, -18.926 e 79.633, respectivamente.



66

Os melhores resultados obtidos com as trés caixas foram minimizados pelo programa
SANDER, presente no pacote de programas AMBER 10. O protocolo iniciou-se com 500
ciclos com Steepest Descent (SD) e 500 ciclos de Gradiente Conjugado (GG), com modelo de
solvente implicito (modelo generalizado de Born) cutoff igual a 14A, restri¢io espacial aos
atomos do ligante de 500kcal/mol (KERRIGAN, 2009). Esta otimizagdo inicial tem por
objetivo retirar as interagdes ruins devido ao empacotamento molecular e ajustar melhor a
proteina ao ligante, uma vez que o ancoragem realizado pelo AutoDock Vina 1.0.1 considera
a proteina com uma estrutura rigida. Por fim realizou-se uma minimizagdao com 3000 ciclos
(1500 SD e 1500 GG), empregando-se as mesmas especificagdes acima, sem restricdo

espacial.

Seguindo-se a etapa de minimizacdo, os complexos foram analisados para
posteriormente serem submetidos as simulagdes de Dindmica Molecular (DM). Inicialmente
foram realizadas simulag¢des curtas (100ps) variando-se a temperatura a cada 100K até o
sistema atingir uma temperatura final de 300K. Apds a etapa de aquecimento os complexos
foram submetidos a DM de 8ns, temperatura constante de 300K, modelo de solvente implicito
(modelo generalizado de Born) e cutoff igual a 14A. Os resultados foram analisados com base
no grafico de RMSD (Root-Mean-Square Deviation) por tempo de simulagdo. (WALKER,
2006)

Por meio do programa ptraj (presente no AMBER 10) separou-se a zona de equilibrio
do restante da trajetoria, a utilizacdo de toda a trajetéria pode gerar resultados menos
fidedignos (CALDWELL, 2006; CASE et al, 2008). O mesmo programa ptraj foi utilizado
para calcular a estrutura média (EM). A EM foi subdividida em Complexo (comp), Proteina
(pm) € Ligante (jig), todos foram submetidos a 3000 ciclos de otimizagdo o valor da energia (E)
resultante desta etapa foi empregada para determinar a energia de ligagdo por meio da

seguinte formula: AG = Ecomp — Epn - Eiig. (WALKER, 2006).

O melhor resultado foi submetido ao banco de dados Zinc (IRWIN, SHOICHET,
2005) para se avaliar a disponibilidade e viabilidade econdmica do composto, um dos grandes
problemas para o controle da vassoura-de-bruxa ¢ a obtencdo de compostos que sejam
economicamente viaveis para o controle da praga (OLIVEIRA, LUZ, 2005). Assim, a triagem
no Zinc foi processada buscando-se compostos similares com o composto que apresentou
melhor resultado na etapa anterior. O Simplified Molecular-Input Line-Entry System (Smile)
da substancia foi adicionado ao campo de busca do Zinc, posteriormente seleciona-se o grau

de similaridade (90, 95 e 99%) e a base de dados utilizada (comercialmente disponiveis).
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4.2.3 Triagem virtual

Outra metodologia utilizada para a busca de compostos que possam ser utilizados
como inibidores da enzima pirofosforilase do M. perniciosa foi a constru¢do de uma base de
dados com compostos extraidos de plantas do semi-arido baiano, com uma triagem virtual,
subsequente, votando-se para a selecao de compostos com melhor energia de afinidade.

ApOs a revisao bibliografica foram encontradas 459 moléculas, essas estruturas foram
desenhadas e salvas no formato 2D (*.skc) e 3D (*.mol) através do software MarvinSketch
5.6.0.2. Em seguida foram otimizadas através de um método semi-empirico com o campo de
forga PM6 (STEWART, 2007) no software Gaussian 09W (FRISCH et al, 2009)

Para a triagem virtual foi utilizado o programa PyRx (WOLF, 2009) que utiliza o
Autodock Vina para realizacdo de triagem virtual. A caixa de ancoragem foi definida como
um cubo com centro geométrico na regido central do sitio ativo da enzima, possuindo
dimensdes de 18 x 14 x 16 A, espacamento de pontos de 1A e coordenadas X, Y e Z de —
58.323,-18.926 ¢ 79.633, respectivamente.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Trés pontos principais foram determinados como importantes para o reconhecimento
molecular do substrato pela enzima, alguns residuos do nucleotideo (uracil e a pentose) ¢ a
acetilglicosamina. Tais observagdes podem ser feitas, uma vez que, o inibidor relatado em
literatura possui uma base nitrogenada e uma pentose, além disso, um dos substratos da
enzima ¢ o UTP e o outro ¢ a acetilglicosamina-1-fosfato, tais observacdes podem ser vistas
na Figura 1 (YAMAMOTO et al, 1980; PENEFF et al, 2001; STROMINGER, SMITH, 1959;
SANTOS JUNIOR et al, 2009).

Figura 1: Estrutura da Uridina (A); Acetilglicosamina-1-fosfato (B); UTP (C).
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Analisando-se o reconhecimento molecular, pode-se destacar que a pentose do
nucleosideos, estabelece ligagdes de hidrogénio com os residuos da segunda metade do loop
central da pirofosforilase, ja a acetilglicoamina também ¢ reconhecida por meio de ligacdes de
hidrogénio, ¢ possivel observar também, uma interacdo hidrofobica, na pirofosforilase de

origem humana, essa intera¢do ocorre entre duas fenilalaninas (PENEFF et al, 2001).
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As informagdes sobre o sitio ativo da enzima s3o fundamentais para o
desenvolvimento de ligantes (HARDY, SAFO, ABRAHAN, 1998), com base neste aspecto e
nos dados acerca dos compostos que sdo molecularmente reconhecidos pela enzima foram

propostos dez inibidores para a enzima UNAcP, como podem ser vistos na Figura 2.

Figura 2: Estrutura dos 10 inibidores protdtipos e seus respectivos nomes.
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A seguir, os orbitais de fronteira (Highest Occupied Molecular Orbital — HOMO e
Lowest Unoccupied Molecular Orbital — LUMO) foram determinados. A figura 3 mostra

posicionamento espacial de ambos os orbitais. Como pode ser observado, ambos se

encontram sobre o grupamento fendlico em todos os prototipos.

Figura 3: Estruturas otimizadas pelo método AM1 com os correspondentes orbitais de
fronteira HOMO e LUMO.
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Compostos HOMO LUMO
A NAG1 _194,53 87,85 Tabela 1 mostra
os resultados NAG2 -200,80 81,58 para as energias
. NAG3 -181,98 81,58
dos  orbitais NAG4 -219,63 25.10 HOMO e
LUMO de NAGS -213,35 31,38 todos oS
o NAG6 -225,90 25,10 ) )
inibidores, NAG7 -207.08 43,93 incluindo a
NAGS -207,08 43,93
NAG9 -207,08 43,93
NAGI10 -200,08 56,48

acetilglicosamina-1-fosfato, o ligante natural da UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase. As
energias estdo muito proximas entre as moléculas. A faixa de energia varia de -229,67
Kcal/mol (NAG6) para -182,00 Kcal/mol (NAG3), e de 25,10 Kcal/mol (NAG6) para 87,85
Kcal/mol (NAGI), para os orbitais HOMO e LUMO, respectivamente. N-acetilglicosamina-
1-fosfato possui um valor intermedidrio. Estes resultados sugerem que os ligantes propostos
podem apresentar atividade bioldgica, uma vez que os orbitais de fronteira encontrados foram

os mesmo determinados por Santos Junior (2007) para o substrato da enzima.

Tabela 1: Energia dos orbitais HOMO e LUMO dos inibidores propostos (kcal/mol).
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Acetilglicosamina-1-

fosfato -213,35 25,10

Os primeiros passos para os estudos de ancoragem envolvem uma andlise detalhada do
sitio de ligacdo e uma compilagao de todos os aspectos envolvidos na afinidade e seletividade
(SOTRIFFER et al, 1998). Os seguintes residuos sdao cruciais para a reagdo feita pela
pirofosforilase: Leul08, Glyl11, Glyl112, Asp254, Glu304, Asn328, His331, Phe381, Phe383
e Lys408 (PENEFF, 2001). A por¢do osidica da UDP-N-acetilglicosamina estabelece
numerosas ligagdes de hidrogénio com a Glu304, His331 e a Asn224, ¢ também uma
interacao hidrofobica com o Phe381 e Phe383 (PENEFF, 2001).

O sitio ativo encontrado no modelo MCSJ ¢ muito conservado quando comparado ao
da 1JVI1, apenas as regides compreendidas entre os residuos 379-384 e 403-409 ndo
apresentaram similaridade, destaque também para o bolsdo hidrofobico formado pelos
residuos Phe381 e Phe383, pois eles ndo existem no modelo construido (SANTOS JUNIOR,
2007; SANTOS JUNIOR et al, 2011).

Como relatado anteriormente, foram utilizadas trés possiveis caixas de ancoragem,
tendo duas como centro cada um dos substrados da enzima e uma terceira envolvendo os dois
substratos. As conformagdes para o re-dock encontram-se na figura 4, como pode-se foram
encontrados valores de RMS de 0,0004 A e 0,7797 A para a N-acetilglicosamina-1-fosfato e o
UTP, respectivamente. Considera-se aceitdvel um valor de RMS abaixo de 2 A (WONG,
2008, EWING et al, 2001, VIETH et al, 1998), portanto, os valores encontrados foram
satisfatorios, indicando que as estruturas que foram ancoradas, apresentaram posicionamento
espacial muito proximos das mesmas estruturas que foram utilizadas como referéncia, com
isso, as caixas de ancoragem apresentam tamanho e localizacdo satisfatérias. Para as
estruturas ancoradas, N-acetilglicosamina-1-fosfato e UTP, as energia de afinidade foram -5,3

e -6,3 Kcal/mol, respectivamente.

Figura 4: Redock das estruturas utilizadas como referéncia, juntamente com o valor de
energia de afinidade e 0 RMS. Em rosa as estruturas de referencia, em azul o UTP e em verde
a N-acetilglicosamina-1-fosfato. Imagem construida no programa AutoDockTools 1.5.6rcz2.
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RMS calculado pelo programa MacPymol.

UTP
RMS =0,7797

N-acetilglicosamina -1-fosfato
RMS = 0,0004

Na figura 5 estdo descritos os resultados encontrados apos a ancoragem de cada
composto na enzima. Na caixa de ancoragem 1, 0 composto NAG3 apresentou melhor energia
de afinidade (-7,9 kcal/mol), enquanto o NAG10 apresentou maior energia de afinidade (-6,5
kcal/mol), para a caixa 2, o composto de melhor afinidade foram os NAGs 1, 3 e 7, cujo valor
de energia foi de -6,0 kcal/mol, nesta mesma caixa, o composto 10 apresentou maior energia
de afinidade (1,6 kcal/mol). Por fim, na caixa 3 o composto de melhor afinidade foi o NAG9
(-9,1 kcal/mol), ficando o composto NAG5 com menor afinidade (-7,0 kcal/mol).
Comparando-se as trés caixa de ancoragem pode-se observar que a SA3 apresentou os
melhores resultados (Figura 5), em 80% dos compostos o valor encontrado foi melhor para a
SA3. Observa-se também que os compostos maiores (NAG9 e 10) apresentaram resultados
poucos satisfatorios na SA1 e SA2, provavelmente ao tamanho a caixa, pois na SA3 os
resultados foram melhores. Portanto a geometria obtida com essa SA3 foi utilizada para as

simulacdes de DM.

Figura S: Valores de energia de afinidade para cada caixa de ancoragem.
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Os dez ligantes foram submetidos a 8 ns de DM conforme especificado na
metodologia. Os resultados da DM foram analisados de acordo com o tempo de simulagao
pela média do RMSD. A DM consiste em determinar explicitamente as trajetorias de pontos
representativos do espago através da solugdo numérica das equagdes de movimento. O
objetivo basico deste método ¢ observar a evolucdo do sistema através destas equagdes,
devido as interacdes entre as particulas, o sistema ¢ capaz de manter tanto o equilibrio
mecanico quanto térmico, € caso haja alguma perturbagdo externa, o sistema tende a atingir
um novo equilibrio (RINO; STUDART, 2001).

A Figura 6 mostra a variacdo do RMSD para os 4tomos de Ca da proteina em funcao
do tempo de simulagdo. O RMSD foi dependente de cada complexo, sendo que a menor
variagdo foi encontrada para os complexos NAG4 (3,8A) e NAGS (3,8 A), e a maior para o
NAG9Y (5,8A) e NAG10 (5,8A), as moléculas maiores apresentaram as maiores flutuagdes.
Todas as simulacdes realizadas nos complexos atingiram o equilibrio mecanico e térmico
ap6s 3ns de simulagdo, somente o complexo NAG3 levou um maior tempo para atingir o

equilibrio (4ns).

Figura 6: Grafico de RMSD ap06s a simulagdo de dindmica molecular para cada complexo.
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Para os valores de energia também foi obtido um equilibrio ao fim das simulagdes
(Figura 7), ndao havendo entdo flutuagdes significativas. O aumento da energia cinética no
inicio da simulagdo refere-se a etapa de aquecimento do sistema, em seguida, observa-se que
a energia cinética manteve-se constante durante toda a simulacdo, o que implica que a
temperatura do sistema manteve-se constante no valor estipulado para o estudo. A energia
potencial e, consequentemente, a energia total, mantiveram-se constante durante toda a
trajetoria, indicando um relaxamento do sistema e consequentemente um equilibrio. Observa-
se também que os valores de energia para todos os sistemas estd muito proximo, afinal a

proteina ¢ a mesma, com diferenca, apenas, dos ligantes, essas diferengas energéticas ¢ que
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foram exploradas para o calculo da energia de ligacdo, para isso a estrutura média de cada

complexo foi, entdo, utilizada para a determina¢do da energia de ligagdo.

Figura 7: Graficos de energia ap6s as simulagdes de dindmica molecular para cada complexo.
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inicialmente utilizado o programa ptraj, presente no pacote de programas Amber 10 que
processa trajetorias e coordenadas de simulacdes. Em cada grafico apresentado na Figura 6,
foi realizado um corte na zona real de equilibrio, pois, o equilibrio s6 foi atingindo ap6s um
certo tempo de simulacdo, utilizando-se toda a trajetoria os dados poderiam ser menos
fidedignos. Apds o corte, utilizou-se o ptraj cara calcular a estrutura média de cada complexo.

Cada um dos dez complexos foram separados em NAG-Proteina, NAG e proteina,
sendo que cada um destes foi otimizado por 3000 ciclos, sendo a energia final utilizada na
formula, AG = Ecomp - Epm - Eiig, para determinagdo da energia de ligacdo (WALKER, 2006).
Os valores encontrados estdo na Tabela 2. O composto NAGS apresentou melhor afinidade
pela enzima pirofosforilase, o composto NAG2 apresentou um resultado muito préximo,
diferindo em apenas 6,7 kcal/mol (Tabela 5). O composto NAG6 foi o que apresentou menor
interacdo com a pirofosforilase, sendo 103,2 kcal mais energético que o composto de melhor

afinidade (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados encontrados para energia de ligagao

Energias (kcal/mol)

Composto
Relativa  Ligacao
NAGS 0,0 -95,2
NAG2 6,7 -88,2
NAGY 11,5 -83,7
NAG7 23,0 -72,2
NAGI 36,2 -59,0
NAG4 43,1 -52,1
NAG3 69,7 -25,5
NAGI10 77,8 -22.4
NAGS 77,6 -17,6
NAG6 103,2 -8,0

O complexo formado entre a enzima/NAGS apresentou muitas interagdes de
hidrogénio, sendo encontradas ligacdes do tipo doador de hidrogénio (HBD) quanto acceptor
de hidrogénio (HBA) (Figura 8). O NAGS realiza uma interagdo do tipo HBA com o residuo
Argl16, a ligacdo de hidrogénio ocorre entre o grupamento aminico do aminoéacido com o O1

do NAGS, a uma distancia de 2,9 A. O mesmo tipo de interagio (HBA) ocorre com o residuo
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Arg383, no entanto, o grupo doador ¢ o N1 do aminoécido e o receptor ¢ o0 O9 do NAGS, a
distincia observada foi de 2,91 A. Duas ligagdes HBD foram estabelecidas entre o N1 da
Lis408 e os hidrogénios ligados aos O5 e 06 do NAGS5 com distancia de 3,01 e 3,09 A,
respectivamente. Outra interacdo do mesmo tipo foi estabelecida com o residuo Gli381, sendo

entre 0 O1 do aminod4cido e o hidrogénio do O8 do ligante, com 3,14 A.

Figura 8: Interacoes formadas entre os compostos NAGS5 e NAG2 com a enzima
pirofosforilase. Linha verde: HBA, Linha Azul: HBD, Linha Rosa: Intera¢des hidrofobicas.
Vizualizacao gerada pelo programa Discovery Studio 3.1.
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Algumas poucas interagcdes hidrofobicas foram observadas no complexo formado. O
anel aromatico do NAGS5 formou algumas interagdes hidrofobicas com o anel aromatico da
Tir382 , com distancias de 3,85 A (Figura 8). O anel aromatico do NAGS interagiu também
com a amina da Lys123, por meio de uma interagio m—cation, com distancia de 3,99 A.

O complexo formado pelo NAG2, apresentou um padrao de ligagdo parecido com o
NAGS, com diferengca dos residuos envolvidos. Dessa forma foi possivel observar tanto
ligacdes do tipo HBA quanto HBD (Figura 8). O O7 do NAG2 realiza dois tipos de interagao
diferentes com a pirofosforilase, ¢ possivel observar uma intera¢ao do tipo HBA com o O2 do
residuo Pro63 (3,03 A), a outra interagdo que ocorre ¢ do tipo HBD, no qual o hidrogénio
ligado ao O7 do NAG?2 interage com o nitrogénio do grupo aminico da Arg353, a distancia da
interagdo foi de 2,94 A. O O3 do NAG?2 realiza uma interagio HBA com o nitrogénio do
grupamento aminico da Arg353. O hidrogénio ligado ao N1 do NAG?2 realiza uma interagao
do tipo HBD com o O1 da GIn113, com distancia de 3,12 A.

Ao contrario do NAGS, ndo foram observadas interagdes hidrofobicas importantes entre
o NAG?2 e a enzima, talvez por isso exista uma pequena diferenca energética (6,7 kcal/mol)
entre a energia de ligacdo do complexo formado pelo NAGS, quando comparado ao NAG2
(Figura 8). A hidrofobicidade ¢ um fator importante para o reconhecimento molecular, ¢
reconhecido que algumas enzimas apresentam um bolsdo hidrofébico formado por duas
fenilalaninas (PENEEF et al, 2001).

Observando os resultados encontrados percebe-se que a presenca das interacdes de
hidrogénio foram fundamentais para ligacdo dos compostos NAGS e NAG2 ao sitio ativo da
enzima pirofosforilase. No entanto, a orientacdo espacial do NAGS se assemelha mais a que
tem sido observada por outros autores acerca da ligacdo dos substratos no sitio ativo da
enzima (PENEFF et al, 2001; MARUYAMA et al, 2007), na qual a enzima estabelece
numerosas ligagdes de hidrogénio com hexosamina acetilada. Ainda ¢ indicativo que os
residuos Argl16 e Lis123 sdo residuos importantes para a reagdo catalitica realizada pela
enzima pirofosforilase (SANTOS JUNIOR et al, 2011, MIO et al, 1998, PENEEF et al,
2001), interagdes com tais residuos foram observados com o composto NAGS.

Como referido na metodologia o composto NAGS, assim como os demais, foram
desenvolvidos ao nivel teérico, portanto, o0 mesmo deve passar por um processo de sintese
para ser utilizado na enzima pirofosforilase. No entanto, pode-se buscar outras fontes para o
composto, devido ao interesse que o mesmo pode representar para o controle da vassoura-de-
bruxa, uma vez que, o controle quimico da praga ainda nao tem mostrado resultados

satisfatorios (OLIVEIRA, LUZ, 2005). Com base neste, aspecto foi realizada uma busca no
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banco de dados Zinc (IRWIN, SHOICHET, 2005), por estruturas que possuissem
similaridade estrutural de 90-95% com o NAGS.

Apo0s a busca no ZINC foram encontrados 33 compostos. Destes resultados o composto
N-[4,5-dihidroxi-6-(hidroximethil)-2-(3-nitrofenoxi)oxan-3-ilJacetamida, apresentou 95% de
similaridade com o NAGS, no entanto, esse composto ¢ um reagent analitico cujo valor de
200mg ¢ de 60 dolares (MOLPORT, 2012), esse valor pode tornar o composto muito caro
para ser empregado como antiflingico para o controle da vassoura-de-bruxa, no entanto, tais
conclusdes s6 poderdo ser afirmadas com ensaios in vitro para a determinagdo da
concentrac¢ao inibitoria.

Adicionalmente, tendo em vista da dificuldade em se encontrar um composto capaz de
controlar a vassoura-de-bruxa, além de uma obtengao a custo reduzido para ser empregado na
lavoura cacaueira, foi realizada uma busca em literatura de compostos quimicos que foram
extraidos de plantas do semi-arido baiano, essa base de dados foi construida e depodsitada em
um programa desenvolvido pelo Laboratorio de Modelagem Molecular e Laboratorio de
Computacao de Alto Desempenho, da Universidade Estadual de Feira de Santana. Essa base
de dados apresenta cerca de 459 estruturas. Realizou-se entdo, uma triage virtual desta base
frente a enzima pirofosforilase, empregando-se o programa PyRx (WOLF, 2009), que faz uso
do Autodock Vina 1.0.2 para realizar a ancoragem dos ligantes na enzima.

Os resultados, preliminaries, apotam que os compostos UEFS24 (Agatisflavona) e
UEFS35 (Harpacilina) (Figura 9), possuem energia de afinidade de -10,4 e -10,3 kcal/mol,
respectivamente. Além destes, outros 15 compostos apresentaram energia de afinidade menor
que -9,0 kcal/mol. As etapas seguintes deste trabalho, envolvem as simulagdes de DM

molecular e os processos de obtencdo dos compostos para testes in vitro, na enzima.

Figura 9: Estrutura dos compostos UEFS24 (A) e UEFS35 (B).
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4.4 CONCLUSOES

A busca por um controle efetivo da vassoura-de-bruxa tem demandado muitos eforgos
nesses ultimos anos, principalmente ao impacto sdcio-economico que a praga vem causando
no estado da Bahia e em outro sitios, anteriormente, produtores de cacau. O desenvolvimento
deste trabalho tem como principal objetivo encontrar uma substancia que possa servir para o
controle efetivo da vassoura-de-bruxa, para isso, foram empregadas técnicas de planajemento
racional de farmacos. Inicialmente o alvo molecular foi escolhido, a enzima pirofosforilase, e
por fim foram selecionados dez ligantes que possam bloquear essa enzima, € com isso,
impedir o desenvolvimento do fungo M. perniciosa, responsavel pela vassoura-de-bruxa.

Assim, foram selecionados compostos com base nas estruturas que possam ser
reconhecidas pela enzima pirofosforilase. Os mesmo foram submetidas a uma otimizagado e
analise conformomacional, sendo o melhor método escolhido o AM1, seguido por simulagdes
de DM realizadas pelo programa Amber ou BioMedCache. Por fim, a ancoragem realizada
pelo programa Audocok Vina com validagdo de DM, mostrou que o composto NAGS
apresenta energia de ligagdo satisfatoria com a enzima pirofosforilase, 0 NAG2 também
apresentou um grau de ligacao satisfatorio.

As proximas etapas para o controle da vassoura-de-bruxa serd, justamente, a obten¢ao
do referido composto para seu teste, in vitro, com enzima pirofosforilase. O composto pode
ser obtido, por meio de sintese, ou através de fontes comerciais, no entanto, neste ultimo caso,
seria utilizado um analogo estrutural, pois o composto NAGS5 foi elaborado teoricamente.
Resultados ainda preliminares indicam que alguns compostos extraidos de fontes naturais
possuem afinidade pela enzima pirofosforilase, no entanto, estes resultados necessitam ainda

de validagdes por estudos mais conclusivos.
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CONCLUSAO GERAL

O trabalho desenvolvido envolvendo a enzima pirofosforilase foi de suma
importancia, tanto para o conhecimento de funcionamento e caracterizacdo da mesma, quanto
para o desenvolvimento de metodologias mais efetivas para o controle da praga conhecida
como vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo M. perniciosa. Neste estudo foi possivel
estabelecer o melhor tampao de extracdo, fosfato de sédio, bem como as faixa de pH e
temperatura o6timos, 6,9-8,4 ¢ 28-68°C, respectivamente. Atualmente, a enzima extraida esta
sendo submetida a testes de inibigdo, estes ensaios estdo hoje em curso, € 0s compostos serdo

avaliados in loco.

A estrutura 3D de pirofosforilase do M. perniciosa obtida por modelagem
comparativa mostrou que o sitio ativo da enzima ¢ mantido extremamente conservado. Este
modelo foi utilizado para desenvolvimento de novos inibidores contra a praga da vassoura-de-
bruxa. Observando as caracteristicas dos substratos da enzima, dez compostos prototipos a
inibidores foram selecionados. A metodologia de ancoragem pelo Autodock Vina, seguido de
simulacoes de DM foram utilizados para avaliar a afinidade e grau de ligacdo de cada

composto com a enzima.

O composto NAGS apresentou melhores resultados com relagdo a energia de ligacao
a enzima pirofosforilase. Foi possivel concluir que a enzima reconhece seus substratos
principalmente por interagdes de hidrogénio e algumas poucas interagdes hidrofobicas. A
obtenc¢do de compostos capazes de controlar a vassoura-de-bruxa, possui como grande entrave
o custo do tratamento. Atualmente, o controle da praga envolve uma combina¢do de poda
fitossanitaria com controle quimico. No entanto, muitos produtores relatam do custo do
tratamento, que ¢ bastante elevado. Portanto, ndo basta apenas encontrar um composto
efetivo, mas ¢ necessario que o mesmo possua um preco acessivel, para que possa ser

utilizado em larga escala na lavoura cacaueira.

Neste sentido, foi iniciado um trabalho de constru¢do de uma base de dados para
deposito de estruturas que sejam extraidas de plantas do semi-arido baiano, que possam ser
utilizadas em ensaios de triagem virtual para se avaliar a inibicdo da enzima pirofosforilase.
Esta possibilidade pode abrir um novo caminho para o controle da praga vassoura-de-bruxa.
Por fim, os compostos selecionados na triagem deverdo seguir a mesma metodologia,

selecionando os mais viaveis economicamente.
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CAPITULO 3

PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND STRUCTURAL
DETERMINATION OF UDP-N-ACETYLGLUCOSAMINE
PYROPHOSPHORYLASE PRODUCED BY MONILIOPHTHORA
PERNICIOSA®

2 Artigo publicado na revista: J. Braz. Chem. Soc., Vol. 22, No. 6, 1015-1023, 2011

3 Resultados referentes a determinagdo estrutural sio oriundos da dissertacdo de mestrado de Santos Jr, M. C. Determinagdo
estrutural da enzima pirofosforilase do fungo Moniliophthora perniciosa (Sthael) (Singer) Phillips-mora por modelagem
comparativa. Dissertagdo de mestrado. 83 p. 2007.



