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INTRODUCAO

O Theobroma cacao L. conhecido como cacaueiro € uma arvore da familia
Malvaceae, nativa da regido Amazonica e tem como principal produto suas sementes, que sdo
utilizadas como matéria-prima na producdo de chocolate, manteiga de cacau, além de
produtos farmacologicos (PURDY; SCHIMIDT, 1996).

Assim como o cultivo de café e cana-de-acucar, o plantio de cacau marcou época na
economia nacional, sendo uma das principais fontes geradoras de divisas na década de 70.
Sua maior evolucdo se deu ao longo dos séculos XI1X e XX a ponto de tornar-se a principal
fonte de arrecadacdo fiscal da economia baiana e um importante produto na pauta de
exportacdes brasileiras (MASCARENHAS, 2004). Na década de 70, cerca de 90% da
producdo era destinada a exportacdo e a Bahia era responsavel por 80% da producdo nacional
(aproximadamente a 15% da producdo mundial), o que correspondia a 60% do PIB do estado,
ocupando cerca de 650 mil hectares no sul do estado e, sendo produzidas em 29 mil
propriedades (CUENCA; NAZARIO, 2004).

A partir de 1989 houve uma queda na producdo de cacau devido ao surgimento do
fungo Moniliophthora perniciosa, causador da doencga vassoura-de-bruxa, a mais importante e
destrutiva praga do cacaueiro (OLIVEIRA, 2005). Com a disseminacdo da praga o Brasil saiu
de terceiro maior produtor de cacau para a de importador. Em 2000, foram importadas cerca
de 71.000 toneladas de améndoas de cacau (MEINHARDT et al., 2008).

Atualmente a necessidade de controle da praga se baseia no fato de se encontrar
novos fungicidas que tenham seletividade e bom custo de aplicacdo, o desenvolvimento de
novos antifingicos depende das diferencas bioquimicas entre os fungos e outros organismos.
Da mesma forma como os inibidores da biossintese da parede celular bacteriana como as
penicilinas e cefalosporinas, tém apresentado bons resultados no controle de infecgdes
bacterianas, a parede celular dos fungos é um bom alvo para o desenvolvimento de potentes
antifingicos (GRIFFITH & TRACY, 2002). Na busca por um controle efetivo da vassoura-
de-bruxa, escolheu-se a rota metabodlica que leva a sintese da quitina. O alvo escolhido nessa
via metabolica foi a enzima UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase (UNAcP) que ¢é
responsavel em realizar a reacdo que forma UDP-N-acetilglicosamina, precursor essencial
para a sintese de quitina, principal componente da parede celular fingica (HERSCOVICS;
ORLEAN, 1993).

Diante do impacto decorrente desta praga, o presente estudo teve como objetivo
principal realizar um virtual screening no catalogo de produtos naturais do banco de estruturas
ZINC* e justifica-se pela necessidade de identificar compostos quimicos que possam ser
utilizados como antiflngicos capazes de eliminar o fungo causador da vassoura-de-bruxa,
proporcionando assim um plantio seguro da cultura do cacau, fazendo com que essa cultura
volte a ser economicamente rentavel.



METODOLOGIA

O presente projeto empregou métodos computacionais na busca de inibidores para a
enzima UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase (UNACP), onde foram realizadas diferentes
etapas de busca e validacao. Inicialmente foi realizado um virtual screening no Zinc*, que é
um banco de estruturas moleculares mantido pela University of California-San Francisco
(UCSF) o qual funciona como uma base que pode ser acessada gratuitamente para estudos de
triagem virtual, formada por compostos comercialmente disponiveis, atualmente o Zinc'?
possui mais de 21 milhdes de compostos (IRWIN et al., 2012). Os compostos selecionados
fazem parte da biblioteca de produtos naturais do Zinc'? essa por sua vez é composta por
cerca de 143.268 estruturas.

O virtual screening foi realizado pelo programa Autodock Vina 1.1.2, que utiliza o
algoritmo estocéstico Iterated Local Search Global Optimizer, com isso uma sucessdo de
passos com uma mutacdo e otimizacdo local (pelo método Broyden-Fletcher-Goldfarb-
Shanno [BFGS] sdo conduzidas, sendo que cada passo obedece ao critério Metrépolis
(TROTT; OLSON, 2010). O alvo molecular utilizado foi 0 modelo 3D da UNACcP do fungo
M. perniciosa construido por Santos Junior et al. (2011) pela técnica de modelagem
comparativa.

As coordenadas da caixa de acoplamento (grid box) foram obtidas no trabalho de
Santos Junior e colaboradores (2013), assim o grid box foi definido como um cubo
geomeétrico localizado nas coordenadas espaciais x = -58,323, y = -19,926 e z = 79,633 e com
dimensdes de 18 X 14 X 16 A. As interacbes entre as moléculas com menor energia de
afinidade e o modelo da 3D da UNACcP foram determinadas pelo programa Discovery Studio
3.5 Visualizer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ponto de partida para o virtual screening envolveu uma analise detalhada do sitio de
ligacdo e uma compilacdo de todos os aspectos envolvidos na afinidade e seletividade. Os
residuos mais importantes para a reacdo feita pela UNACP sdo: Leul08, Glylll, Gly112,
Asp254, Glu304, Asn328, His331, Phe381, Phe383 e Lys408 (PENEFF, 2001). O modelo
utilizado neste estudo foi construido por Santos Junior et al. (2011), o sitio ativo é bastante
conservado, quando comparado a outras pirofosforilases de outros organismos eucariontes,
apenas as regides compreendidas entre os residuos 379-384 e 403-409 ndo apresentaram
similaridade, destaque também para o bolsdo hidrofébico formado pelos residuos Phe381 e
Phe383, pois eles ndo existem no modelo construido (SANTOS JUNIOR et al., 2011).

Os resultados da triagem virtual conduzidas pelo Autodock Vina foram organizados
em ordem crescente de energia de afinidade. O composto ZINC02140075 foi que apresentou
0 melhor resultado frente a todo o banco de dado testado, com valor de energia de -12,4
Kcal/mol. O segundo e o terceiro composto foram respectivamente ZINC02432855 e
ZINC11868961 com a mesma energia de afinidade -12,2 Kcal/mol.

A Figura 1 representa 0 mapa 3D de interacBes da molécula ZINC02140075 frente ao
sitio ativo do modelo da UNACP do fungo M. perniciosa. Ha duas interacGes do tipo cation-
nentre dois anéis aromaticos do composto e o aminodcido Lys408. Foi observada uma
distancia de 3,83A para o anel pentafluorbenzeno e 5,36A para o segundo anel aromatico. E
possivel também verificar uma interacdo de hidrogénio do tipo aceptora (LHA) entre 0 O1 do
grupamento imidazolidina-2,4-diol do ligante e a GIn330 com uma distancia de 3,12A.
Embora as interagcBes citadas sejam notdveis, importante ressaltar que as interagdes
hidrofobicas sdo as que mais acontecem, sendo responsaveis pelo ancoramento do ligante no
sitio ativo da enzima. As interacfes hidrofobicas acontecem com os aminoacidos Met109,
Alall10, Gly111, Gly112, Lys123, Asn224, Val302, Val303, Glu304, Asn328, Gly381,



Tyr382, Arg383, Leu384 e Lys408.
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Figura 1 - Mapa de interacGes do composto ZINC02140075 frente ao sitio ativo da enzima
pirofosforilase do fungo M. perniciosa em representacao 3D.

Através do programa Discovery Studio 3.5 foram identificados os 10 aminoacidos que
mais interagem com as 20 melhores moléculas por valor de energia de afinidade, que s&o
visualizados na Tabela 1, além de sua respectiva frequéncia.

Tabela 1. Aminoacidos e a frequéncia de interacdes com os 20 melhores compostos.

Aminoacido Frequéncia de interac6es
Gly112 21
Tyr382 21
GIn330 20
Lys123 20
Gly381 20
Lys408 19
Asn328 19
Glu304 19
Val303 19
Gly111 18

Comparando os resultados da Tabela 1 com a literatura percebe-se que 0s aminoacidos
Glyl111, Gly112, Glu304, Asn328, Lys408 sdo os mesmos descritos por Peneff (2001) o que
demonstra que estes sdo importantes para o desenvolvimento de inibidores para a UNACP.

Uma interacdo muito comum observada entre a enzima alvo e 0S compostos
selecionados foi a interacdo do tipo cétion-m com 0s aminoacidos Lys123 e Lys408, que
ocorreu com ambos aminoacidos com os compostos ZINC01792699, ZINC02102635,
ZINC03846902 e ZINC11869425. Houve compostos em que a interagdo cation-r S6 ocorreu
com o aminoacido Lys123, sendo eles os compostos ZINC20113225, ZINC02106447,
ZINCO08764311, ZINC35406232, ZINC70680675 e ZINC70687417. Ja o composto



ZINC02140075 apresentou apenas interacdo cation-it com o0 aminoacido Lys408.
CONSIDERACOES FINAIS

O virtual screening foi realizado frente ao sitio ativo do modelo 3D da UNACP do M.
perniciosa utilizando o catalogo de produtos naturais depositados no Zinc*?, onde foi possivel
ordenar e selecionar os 20 melhores compostos que podem apresentar potencial interacdo com
a enzima, baseado nos valores de energia de afinidade fornecidos pelo Autodock Vina, foi
possivel, também, estudar as interacBes intermoleculares dos compostos selecionados e a
enzima-alvo. Sendo assim, foi possivel identificar potenciais inibidores oriundos de fontes
naturais como promissores frente @ UNACP do M. perniciosa, desta forma, estes compostos
serdo selecionados para futuros estudos envolvendo a inibicdo in vitro da enzima.
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