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RESUMO

Os nematoides fitoparasitas geram grandes perdas para a producéo agricola mundial. Dentre
tais organismos se encontra Meloidogyne incognita, que pode parasitar aproximadamente
2000 espécies de plantas, causando grandes prejuizos econdmicos para os agricultores. Este é
0 caso, por exemplo, da cultura do tomate, que tem producdes mundiais de 170 milhdes de
toneladas por ano e pode ter perdas de até 10% somente por causa de fitonematoides. Como
0s métodos mais utilizados para o controle de tais parasitas consistem no emprego de
nematicidas quimicos, com elevada toxicidade contra organismos ndo avos, tem-se a
necessidade de desenvolver dternativas eficientes e de menor impacto ambiental, para uso
como nematicidas. Um exemplo disto é o trabalho previamente feito com o (E)-cinamaldeido,
que se mostrou bastante ativo contra M. incognita em testes in vitro e em tomateiros.
Entretanto, este aldeido apresentou baixa persisténcia no solo, 0 que pode ser atribuido a sua
elevada susceptibilidade a oxidagdo. Consequentemente, com vistas a contribuir para resolver
este problema de baixa persisténcia, este trabalho teve como objetivo selecionar, através de
testesin vitro e in vivo, ésteres do &cido (E)-cinamico ativos contra M. incognita. Além disto,
também se objetivou identificar o alvo enzimético dos ésteres mais ativos através de estudo in
silico. Os melhores resultados foram obtidos para o (E)-p-fluorocinamato de metila (13), (E)-
p-clorocinamato de metila (14) e (E)-p-bromocinamato de metila (15), que apresentaram
concentragdes letais para 50% (CLso) dos juvenis do segundo estadio (J2) de M. incognita, in
vitro, iguais a 168, 95 e 216 pg mL ™2, respectivamente. Nas mesmas condigdes os valores de
CLso para os nematicidas comerciais carbofuran e fluensulfona foram iguais a 160 e 34 ug
mL™2. As substancias 13-15 também foram ativas contra ovos do nematoide e, quando
utilizadas na concentracédo de 200 pg mL™* em experimentos com tomateiros inocul ados com
J2, reduziram em aproximadamente 23% 0 numero de galhas do nematoide nas plantas.
Através do estudo in silico, observou-se que o provavel avo enzimético das substancias 13-15
em M. incognita era a histona deacetilase, que se trata de uma enzima responsavel pela
expressao epigenética e pode intervir na formagdo embrional dos nematoides. Como um pré-
estudo visando ao desenvolvimento de moléculas mais ativas contra 0 nematoide, estruturas
guimicas andlogas, com mais afinidades pela histona deacetilase, foram selecionadas e
propostas como potenciais nematicidas. Concluindo, os ésteres 13-15 sdo potencialmente
Uteis para 0 desenvolvimento de novos nematicidas para o controle de M. incognita,
principalmente porque a histona deacetilase, que € 0 avo enzimético destas substancias no
nematoide, segundo o estudo in silico, pode ser empregada para se encontrar substancias
ana ogas com mais atividade nematicida.

Palavras-chave: M. incognita. In silico. Andogos do écido (E)-cindmico. Histona
deacetilase.



ABSTRACT

Phytoparasitic nematodes generate large losses for world agricultural production. Among
these organisms is Meloidogyne incognita, which can parasitize approximately 2000 species
of plants, causing great economic damage to farmers. This is the case, for example, of the
tomato crop, which has world productions of 170 million tons per year and can lose up to
10% only due to phytonematodes. As the most used methods for the control of such parasites
are the use of chemical nematicides, with high toxicity against non-target organisms, thereisa
need to develop efficient aternatives with less environmental impact, for use as nematicides.
An example of thisisthe work previously done with (E)-cinamaldehyde, which was shown to
be very active against M. incognita in in vitro tests and in tomato plants. However, this
aldehyde showed low persistence in the soil, which can be attributed to its high susceptibility
to oxidation. Consequently, in order to contribute to solve this problem of low persistence,
this study aimed to select, through in vitro and in vivo tests, esters of (E) -cinamic acid active
against M. incognita. In addition, it aso aimed to identify the enzymatic target of the most
active esters through in silico study. The best results were obtained for methyl (E)-p-
fluorocinamate (13), methyl (E)-p-chlorocinamate (14) and methyl (E)-p-bromocinamate
(15), which showed letha concentrations for 50% (LCso) of nematodes of the second stage
(J2) of M. incognita, in vitro, equal to 168, 95 and 216 ug mL ™, respectively. Under the same
conditions, the LCso values for the commercia nematicides carbofuran and fluensulfone were
equal to 160 and 34 pg mLt. Substances 13-15 were also active against nematode eggs and,
when used at a concentration of 200 pg mL™* in experiments with tomato plants inocul ated
with J2, reduced the number of galls of the nematode in plants by about 23% the number of
gals of the nematode in the plants. Through the in silico study, it was observed that the
probable enzymatic target of substances 13-15 in M. incognita was histone deacetylase, which
IS an enzyme responsible for epigenetic expression and can intervene in the embryonic
formation of nematodes. As a pre-study aimed at the development of more active molecules
against the nematode, analogous chemical structures, with more affinities for histone
deacetylase, were selected and proposed as potential nematicides. In conclusion, esters 13-15
are potentially useful for the development of new nematicides for the control of M. incognita,
mainly because histone deacetylase, which is the enzymatic target of these substances in the
nematode, according to the in silico study, can be used to if you find similar substances with
more nematicidal activity.

Keywords. M. incognita. In silico. (E)-Cinnamic Acid Analogs. Histone deacetylase.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo das NagOes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura
(FAO), a producdo de alimentos € uma constante preocupacdo, pois a populacdo mundial
devera chegar a mais de 10 bilhdes de pessoas no ano de 2050 (BRUINSMA, 2017). Em
decorréncia disto, é de grande importancia maximizar a produtividade agricola em geral. Para
tanto, uma das abordagens a serem empregadas diz respeito ao controle mais eficiente de
pragas e doencas de plantas, evitando, por exemplo, a contaminacdo do ambiente com
substancias de elevada toxicidade, como € o caso de varios nematicidas quimicos (NGALA et
al., 2016). Este € um grande desafio para os pesguisadores e para as multinacionais
responsaveis pelo desenvolvimento de novos agroguimicos de alta eficécia e de baixo impacto
ambiental. Para se alcancar sucesso em tal desenvolvimento, faz-se necessario o emprego de
diversas ferramentas, dentre as quais se pode mencionar os estudos fitoquimicos, que
permitem isolar e identificar substancias bioativas de origem vegetal (TOLEDO et al., 2003),
gue podem servir como base para 0 desenho e sintese racional de novos compostos com
caracteristicas quimicas e atividades biol 6gicas melhoradas (DU VIVANT, 2016).

Outro exemplo de ferramenta Util para 0o desenvolvimento de novos produtos € a
bioinformatica, através da qual € possivel, por exemplo, identificar os alvos enziméticos de
diferentes moléculas organicas, o que € de grande vaia para os aperfeicoamentos das
estruturas quimicas das moléculas com vistas a maximizar seus efeitos biol 6gicos desgjados e
minimizar osindesgados (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Dentre 0s agentes fitopatogénicos que causam perdas na produgdo agricola mundial se
encontram 0s nematoides parasitas de plantas, que sdo organismos do filo Nematoda. S&o
caracterizados como parasitas alongados, dentre os quais se encontram agqueles do género
Meloidogyne, que causam grandes perdas na qualidade e produtividade de diversas culturas
(TOCCO et dl., 2017). Em grande parte, isto se deve ao fato destes fitoparasitas possuirem
varios hospedeiros na natureza. No mencionado género se encontra a espécie Meloidogyne
incognita (Kofoid & White) Chitwood, que pode parasitar grande diversidade de plantas (DE
MOURA, 2018).

O principal método de controle destes fitoparasitas consiste no uso de nematicidas
qguimicos, que tendem a apresentar alta toxicidade para 0 homem e ambiente em geral
(ARAUJO; BRAGANTE; BRAGANTE, 2012). Logo, faz-se necessario o desenvolvimento

de novos produtos e/ou métodos para o controle de fitonematoides. Para tanto, uma das
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possibilidades consiste em utilizar os metabadlitos de plantas como modelos para a obtencéo
de substancias mais eficientes (SILVA, 2011). Para exemplificar, é possivel citar a espécie
vegetal Cinnamomum cassia (L.) J. Predl., cujo 6leo essencial € composto principa mente por
(E)-cinamaldeido. Em testes realizados in vitro e in vivo, observou-se que tal substancia é téo
ativa contra M. incognita quanto nematicidas comerciais como o carbofuran (metilcarbamato
de 2,2-dimetil-2,3-diidro-1-benzofuran-7-ila) (JARDIM et a., 2018). Entretanto, esta
substancia apresenta problemas de baixa persisténcia no ambiente, o que é atribuido a sua
susceptibilidade a oxidacdo, o que resulta na formagcdo do acido (E)-cinamico (LOPEZ-
SERNA; ERNST; WU, 2016).

Em decorréncia do exposto acima, o presente trabalho teve como objetivo gera
selecionar ésteres do écido (E)-cindmico para o desenvolvimento de novos produtos ativos
contra M. incognita em tomateiros. Para tanto, os objetivos especificos foram: a) selecionar
ésteres do &cido (E)-cindmico ativos in vitro contra juvenis do segundo estadio (J2) de M.
incognita; b) averiguar o efeito dos ésteres selecionados sobre a eclosdo do J2 do nematoide
anteriormente mencionado; ¢) avaliar o efeito dos ésteres selecionados sobre 0 nematoide em
mudas de tomateiro; d) identificar in silico o alvo proteico dos ésteres do écido (E)-cinamico

ativos contra M. incognita em mudas de tomateiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

21  Meloidogyne spp.

Os nematoides sdo animais do filo Nematoda, com formatos cilindricos e alongados,
sendo varios deles de grande impacto econdmico na agricultura moderna. Dentre tais animais
se encontram os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.), que estdo entre 0s mais danosos
para as plantas cultivadas. Varios autores atribuem diferentes percentagens de perdas na
producdo agricola mundia a tais fitoparasitas que podem variar de acordo com a cultura.
(TOCCO et d., 2017).

Mais de 100 espécies sdo conhecidas no género Meoidogyne, sendo as de maior
impacto econdmico: M. javanica, M. incognita, M. arenaria e Meloidogyne hapla Chitwood
(MUNIF; HALLMANN; SIKORA, 2013). A arquitetura gendmica plastica de Meloidogyne
spp., bem como a reproducgdo assexuada, contribuem para que estes organismos se adaptem a
diferentes agroecossistemas (CASTAGNONE-SERENO; DANCHIN, 2014).

Especificamente no caso de M. incognita, observa-se aproximadamente 2000 espécies
de plantas hospedeiras (CHITWOOD, 1951; TERRA et a., 2018). Dos seus ovos eclodem os
juvenis do segundo estadio (J2), que penetram nas raizes da planta hospedeira, para
modificarem as células vegetais. Gragas a varios ciclos de divisdo nuclear da célula vegeta
sem citocinese, formam-se células gigantes multinucleadas e hipertroficas, com até 100 vezes
o tamanho normal das células daraiz. Tais células fornecem os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento do parasita (KYNDT et a., 2013).

As culturas afetadas por Meloidogyne spp. apresentam diminuicdo no crescimento
vegetal, pois tém deficiéncias de absorcdo de nutrientes, afetando diretamente a produtividade
(JONES et d., 2017). Além disso, estes fitoparasitas podem quebrar a resisténcia da planta a
pragas e outros patdégenos, o que aumenta ainda mais a perda na producdo (MUKHTAR,;
KAYANI; HUSSAIN, 2013).

Para exemplificar a importancia do género Meloidogyne spp., pode-se mencionar
diferentes pesguisas contendo dados interessantes destes fitonematoides (BRIDGE; STARR,
2007; KHAN, 2008; PERRY; MOENS; STARR, 2009; SIKORA, 2018).



20

2.2  Métodos de controle de Meloidogyne spp.

Atualmente, existem diferentes métodos de controle de fitonematoides, tais como:
rotacdo de culturas, uso de cultivares resistentes a nematoides e controle bioldgico com
microrganismos. Ha também os nematicidas quimicos que, apesar dos indesgjaveis impactos
ambientais, s80 0s mas empregados em diversas culturas (NILE et a., 2017).
Conseguentemente, ha uma demanda por novos produtos para o controle de Meloidogyne
Spp., com menores impactos ambientais indesgjados. Para atender a esta demanda, varios
pesquisadores tém trabalhado no desenvolvimento de novos nematicidas. Em decorréncia, nos
ultimos anos surgiram diferentes propostas de controle ambientalmente amigavel: micorrizos
arbusculares (VOS et a., 2013); extratos de plantas como Terminalia nigrovenulosa (Pierre)
Laness (NGUYEN et al., 2013) e Piper nigrum L. (NILE et a., 2017); componentes volateis
de espécies vegetais como Brassica juncea (L) Czern., Azadirachta indica (A). Juss.,
Canavalia ensiformis (L) DC., Mucuna pruriens (L) DC. e Caanus cajan (L) Millsp.
(BARROS et d., 2014); algas como Ecklonia maxima (Osbeck) Papenfuss. e Ascophyllum
nodosum L. (NGALA et al., 2016); e microrganismos biocontroladores como Verticillium
clamydosporium Nees (ZAKARIA et a., 2013), Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & W.
Gams (HUSSAIN; ZOUHAR; RYSANEK, 2018) e Bacillus sp.(COLAGIERO; ROSSO;
CIANCIO, 2018).

2.3  Atividade nematicida do (E)-cinamaldeido

A grande diversidade de plantas no nosso planeta fornece um banco incalculével de
recursos quimicos (NAZ et al., 2016), sendo varios deles com propriedades biocidas (ROCHA
et al., 2017). E possivel encontrar vérios trabalhos inovadores com moléculas organicas de
origens vegetais como as chalconas, hal oacetofenonas, derivados de ligustrazina, flavonoides
e protopinium (CUNNINGHAM; EDWARDS, 2008; KROHN; STEINGROVER;
SRINIVASA RAO, 2002; NAZ et a., 2016; NGUYEN et a., 2013; TOCCO et d., 2017,
ZOU et d., 2018), dentre as quais cabe mencionar aguelas com carbonilas aldeidicas. Este € 0
caso, por exemplo, do (E,E)-deca-2,4-dienal e (E)-dec-2-ena (FIGURA 1), que apresentaram
alta efetividade no controle de nematoides de galhas. Embora 0 modo exato de ac&o destas
substancias ainda ndo esteja determinado, acredita-se que atuem na glicagdo da cuticula

externa do nematoide. Além disso, é possivel que inibam a enzima V-ATPase, fazendo com
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gue o nematoide fique paralisado e, eventuamente, morra (CABONI et a., 2013). Neste
mesmo trabalho observou-se a atividade do sdlicilaldeido e (E)-cinamaldeido (FIGURA 1)

contra M. incognita.

Figura 1 - Estruturas quimicas de aldeidos com propriedades nematicidas.

o H
H
= OH
o) salicilaldeido
(E)-cinamaldeido
H H
OW\/\/\ O)\/\/\/\/\
(E, E)-deca-2,4-dienal (E)-dec-2-enal

Fonte: Do autor (2020).

No caso especifico do (E)-cinamaldeido e derivados, observou-se também, que havia

atividade contra 0 nematoide parasita de plantas B. xylophilus. Dentre as substancias
estudadas a mais ativa era o proprio (E)-cinamaldeido (FIGURA 1), seguido pelo (E)-o-
metoxicinamaldeido e o &cido (E)-cinamico (FIGURA 2) (HAMIDPOUR et d., 2015).

Estruturas quimicas de analogos do (E)-cinamaldeido com atividade contra o
nematoide Bursaphel enchus xylophilus.

" /

Figura 2 -

(o]

OH
/O 0]

(E)-o-metoxicinamaldeido Acido (E)-o-metilcinAmico

Fonte: Do autor (2020).

Recentemente, observou-se que o 6leo essencial de Cinnamomum cassia (L.) J. Pred
era altamente ativo contra M. incognita, ja que na concentragdo de 62 pug mL ™ causou 100%
de mortalidade dos J2 do nematoide, enquanto 0 nematicida comercial carbofuran, nas
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mesmas condigdes, causou mortalidade de 63% na concentragio de 173 pg mL™. O principal
componente do referido éleo era o (E)-cinamaldeido, que acarretou mortalidade de 97% na
concentragdo de 52 pug mL™. Em experimentos com tomateiros infectados com M. incognita,
este aldeido se mostrou téo eficiente no controle do nematoide quanto o carbofuran ou o
fumigante comercial dazomet (3,5-dimetil-1,3,5-tiadiazinano-2-tiona), que se decompde em
isotiocianato de metila quando em contato com a umidade do solo (JARDIM et al., 2018).
Embora este trabalho tenha permitido observar que o (E)-cinamaldeido tem grande potencial
para uso como nematicida fumigante, ndo foi possivel resolver o problema da sua baixa

persisténcia no solo.

2.4  Atividade biologica do (E)-cinamaldeido

Ha varios relatos de atividades bioldgicas para o (E)-cinamaldeido e andogos. Por
exemplo, a capacidade de inibir bactérias e fungos (SHREAZ et a., 2016). Também se
observou gue compostos cinamicos podem participar nas sinteses de inibidores angiogénicos,
0 que pode contribuir para evitar a formacéo de novos vasos sanguineos e, consequentemente,
de tumores. Aparentemente, a funcdo aldeido desempenha um papel critico para esta
atividade. Além disso, verificou-se que o (E)-2-hidroxicinamaldeido inibe a farnesil
transferase, que é uma das principais enzimas para desencadear a formacdo de tumores
(KWON et a., 1997). Também €& possivel mencionar que o (E)-cinamaldeido pode
interromper a cascata oxidativa e inflamatoria em células cerebrais, contribuindo para
minimizar os efeitos da doenca de Alzheimer (MOMTAZ et d., 2018). Em decorréncia,
houve um grande incremento no nimero de investigactes sobre este aldeido e seus derivados
desde o ano de 2008. Em pesquisas na base de dados Web of Science
(www.webofknowledge.com), utilizando-se o termo ‘cinnamaldehyde’, tal incremento fica
evidente, principalmente nos ultimos 18 anos (ANALYTICS, 2019) (FIGURA 3).
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Figura 3 - PublicacGes na base de dados Web of Science com o termo ‘cinnamaldehyde’.
1985-2018.
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Fonte: Do autor (2020).

Consequentemente, foram desenvolvidos varios métodos para a sintese de substancias
anaogas do (E)-cinamaldeido, cujas atividades nematicidas ainda ndo foram estudadas. Como
vérias delas sdo0 bem mais estaveis que o referido aldeido, € possivel que possam apresentar
maiores persisténcias no solo, resolvendo o principa empecilho para a utilizacdo comercia do

(E)-cinamaldeido como nematicida.
25  Sintese do cinamaldeido e de ésteres do acido (E)-cinamico

Diferentes autores concordam que o melhor precursor para a obtencdo do
cinamaldeido propriamente dito é o &cido cindmico, o qual permite reacdes de alquilacdo e
esterificacdo para a introducdo de possiveis farmacoforos. Uma possibilidade diz respeito a
metilacdo do acido (E)-cindmico com diazometano (CH2N>), seguida de reducéo com hidreto
de diisobutilaluminio (DIBAL). O dcool formado &, entdo, oxidado ao aldeido com didéxido
de manganés (MnO.) (KWON; LEE; CHO; BOK et al., 1997) (FIGURA 4).
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Figura 4 - Sintese do (E)-ci namaldeido a partir do &cido (E)-cinamico.
DIBAL
l THF/-40 °C

O—CHj3
—»
CH30H
(Rendimento:97%)
(Rendimento:95%)
propanona/
g cH,Cl, @_/—/
B

(Rendimento:30-40%)

Fonte: Do autor (2020).

Existe um importante uso do &cido cindmico como precursor de compostos
anticancerigenos, porém, seus ésteres e amidas ainda sdo subutilizados, mesmo sendo
compostos citotoxicos, antiproliferativos, antileucémicos, inibidores de diferentes enzimas
como a transglutaminase, aminopeptinase N, histona deacetilase, entre outras. A maioria dos
&cidos cindmicos, seus ésteres, amidas, adeidos e acoois, mostraram forte inibicdo do
crescimento de vérias espécies de fungos e bactérias. Acredita-se que tais atividades sgjam
decorrentes de: i) substituicdo no anel aromatico, ii) adicdo a insaturagdo na posicdo a em
relacdo a carboxilaiii) ou reagdo com a carboxila (DE; BALTAS; BEDOS-BELVAL, 2011,
GUZMAN, 2014).

Os ésteres do &cido cinamico sdo referenciados genericamente como cinamatos e
podem ser obtidos facilmente pela reacdo do acido carboxilico com acoois em meio acido
(FIGURA 5), o que é genericamente conhecido como esterificacdo de Fischer (FISCHER,
SPEIER, 1895).

Figura5 - Reagdo de esterificagdo reversiveFI2 .

o/
+ R OH > +
PY — I
R © R \o

Fonte: Do autor (2020).

Alguns autores reportaram a sintese de ésteres do &cido cindmico com potencia
alelopético (ESPINDOLA et al., 2012), antimicrobiano (GOMES et d., 2015), antioxidante,
antiviral e nutracéutico (CHAVES-ULATE; ESQUIVEL-RODRIGUEZ, 2019). Além disso,
ha relatos de ésteres do acido cindmico com atividade contra doencas mortais como a
tuberculose, mal &ria e doencgas cardiovasculares (DE BEDOS-BELVAL et al., 2012).
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No que diz respeito a atividade nematicida, cabe mencionar as atividades do (E)-p-
metoxicinamato de etila e (E)-cinamato de etila (FIGURA 6), contidos no 6leo essencia da
planta Kaempferia galanga L., contra o0 nematoide Heterodera avenae Wollenweber, com
concentracoes letais para 50 % da populacdo do nematoide (CLso) iguais a 83,0 e 100,6
png/mL, respetivamente (L1; J; LI; ZHANG et al., 2017). Tais ésteres também foram ativos
contra 0 nematoide B. xylophilus, causando 100% de mortaidade do nematoide na
concentracdo de 60 pg/mL (JU-YONG et a., 2006). De forma andoga, foi reportada a
atividade nematicida do (E)-cinamato de metila (Figura 6), contido no 6leo da planta Alpinia
galanga (L.) Willd., sobre M. hapla (JEON; KO; KIM; LEE, 2016).

Figura 6 - Cinamatos com atividade nematicida.

o/ o/ o

\

(E)-p-metoxicinamato de etila (E)-cinamato de etila (E)-cinamato de metila

Fonte: Do autor (2020).

2.6 Bioinforméatica

O répido desenvolvimento das ciéncias computacionais durante os Ultimos anos tem
favorecido o surgimento de novas éreas de estudos, 0 que promoveu avangos importantes na
descoberta de novos medicamentos, aumento da produtividade agricola e na otimizacdo de
processos industriais. Gragas aos avangos computacionais foi possivel, por exemplo, aumentar
a geracdo de dados através da biologia molecular que, para o uso adequado de tecnologias
gendmicas, demanda métodos de armazenamento, organizacdo, indexacdo, visualizacdo e
andlise dos dados gerados. Em decorréncia, nasceu a bioinformética, que hoje é uma ciéncia
interdisciplinar, que inclui outras ciéncias como a quimica, matemética e a estatistica (PAL;
BANDYOPADHYAY; RAY, 2005).

S80 vérias as ferramentas desenvolvidas pela bioinformatica. Elas permitem, por
exemplo, alinhar e comparar sequéncias de DNA, RNA e proteinas; construir arvores
filogenéticas, predizer as estruturas de DNA e RNA; classificar e predizer as estruturas de
proteinas; estudar as interactes entre moléculas organicas pegquenas e macromol éculas como
as proteinas, DNA e RNA (PAL; BANDYOPADHYAY; RAY, 2005). Em grande parte, tais
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ferramentas tém sido utilizadas com o objetivo principal de desenvolver produtos
biol ogicamente ativos, principalmente para uso medicinal. Em outras palavras, observa-se que
€ comum a industria farmacéutica utilizar a modelagem molecular como estratégia de
plangjamento racional de novos medicamentos (PATRICK, 2013).

Para o desenvolvimento de produtos biologicamente ativos, é de grande importancia
entender a especificidade na formagdo de complexos entre biomacromoléculas e compostos
bioativos endégenos ou exdgenos, pois isso permite explicar as finas interacbes droga-
receptor e suas relacdes estruturais (ELIEL; WILEN, 2008). Além disso, € possivel redlizar
simulagdes tedricas de dindmica molecular, que permitem avaliar varias caracteristicas das
macromoléculas (SOTOMAY OR; SCHULTEN, 2007).

Os célculos das interagdes entre &omos e moléculas podem ser realizados com o
emprego de vérias teorias. E possivel, por exemplo, empregar a mecanica molecular
(BURKERT, 1982), da qual fazem uso varios programas computacionais, como € o caso do
AMBER (CASE et al., 2005), CHARM (ZAKI; HSIAO, 2002), GROMACS (LINDAHL;
HESS; VAN DER SPOEL, 2001), NAMD (PHILLIPS et al., 2005) etc. Em todos estes casos
a base € a equacdo de Hooke para osciladores harmonicos, que sofre vérias modificactes
parametrizadas com o objetivo de refletir os dados experimentais (COELHO et al., 1999).

Ha também a mecénica quantica, que tem sua base na equacdo de Shrodinger
(KOSLOFF; KOSLOFF, 1983). Em linhas gerais, os cadlculos de mecanica guantica podem
ser feitos de duas formas: método ab initio, que resolve a equacdo, sem substituir qualquer um
dos seus membros por dados experimentais, e 0 semi-empirico, que substitui membros da
equacdo por dados experimentalmente obtidos, fazendo com o que o tempo de cdculo sgja
drasticamente reduzido (SZABO; OSTLUND, 2012). Para exemplificar os programas que
fazem uso do método ab initio, € possivel citar: GAMESS (BODE; GORDON, 1998),
GAUSSIAN (SCHLEGEL et d., 2001) e ORCA (NEESE, 2008). Dentre agueles que fazem
uso do método semi-empirico, pode-se citar o AMPAC (LUZHKOV; WARSHEL, 1992) e
MOPAC (STEWART, 1989).

Os estudos in silico, utilizando a bioinformatica, revolucionaram a maneira de ver a
experimentacéo, ja que forneceram mais uma potente ferramenta para avaliar e desenhar
novas estruturas quimicas bioativas (LIU et al., 2013) (RODRIGUES, 2001), construir e
propor rotas biosintéticas que ainda nd eram conhecidas pelos métodos experimentais
tradicionais (SATO; SAITO; YAMAZAKI, 2019), desenhar testes toxicol 6gicos (RAUNIO,
2011), plangar aremediacdo ambiental (LI1U et al., 2018) etc.
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2.7  Docking

Dentre as varias técnicas disponiveis na bioinformatica, cabe destacar o docking ou
ancoramento molecular que, em linhas gerais, consiste em calcular como duas moléculas
interagem para a formacdo de um complexo estavel (KITCHEN, 2004). Exemplos de
programas computacionais disponiveis para a readlizagdo de docking sdo: Autodock
(GOODSELL; MORRIS; OLSON, 1996), Plants (KORB; STUTZLE; EXNER, 2009) e
Paradocks (MEIER et al., 2010).

O docking é de grande valia para estudar as interacbes entre ligantes e proteinas,
predizendo a orientagdo conformacional mais favoravel do ligante e o valor da energia do
complexo. Este método tedrico pode ser muito Util para a sintese racional de substancias mais
ativas do que a estrutura quimicainicial (HUANG et al., 2015). Também pode ser empregado
na avaliacdo de milhares de moléculas com potencial eficacia, a baixos custos e em pouco
tempo (FESTING, 1994), sendo altamente valorado no descobrimento e desenvolvimento de
drogas naindustria farmacéutica (SLIWOSKI et al., 2014).

Durante as Ultimas décadas, 0 nUmero de artigos utilizando a técnica de docking tem
aumentado drasticamente, embora existam algumas preocupacdes sobre o nivel de
confiabilidade do ancoramento final, ja que muitos compostos podem mostrar grandes
afinidades no ancoramento, mas falhas na simulagdo da dinamica molecular; sendo motivos
de cuidado durante a realizacdo do ancoramento (GUPTA; SHARMA; KUMAR, 2018).

Alguns exemplos de sucesso do uso do docking no desenvolvimento de medicamentos
sd0: Captopril (capoten®), Dorzolamide (Trusopt®), Saquinavir (invirase®), Zanamivir
(Relenza®), Aliskiren (Tekturna®), Boceprevir (Schering®) e Nolatrexed diidrocloride
(Thymitag®) (TALELE; KHEDKAR; RIGBY, 2010).
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ARTIGO 1 ESTERES DO ACIDO (E)-CINAMICO E HISTONA DEACETILASE
PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVOS PRODUTOS PARA O
CONTROLE DE M€ oidogyne incognita

RESUMO

Os nematoides parasitas de plantas (NPPs) sdo animais que causam grandes perdas para a
agricultura em geral. Dentre tais parasitas se encontra Meloidogyne incognita (Kofoid &
White) Chitwood, que é capaz de parasitar aproximadamente 2000 espécies de plantas, como
€ 0 caso do tomateiro, uma cultura de grande importancia no mundo e na qual pode gerar
perdas de mais de 10 milhdes de toneladas anualmente. Uma das principais formas de
controle de NPPs diz respeito ap uso de nematicidas quimicos, que tém apresentado a
desvantagem de serem atamente tOxicos para organismos ndo alvos. Na busca por novos
nematicidas observou-se, em trabalho recente, que o (E)-cinamaldeido era muito ativo contra
M. incognita, mas possuia baixa persisténcia no solo, provavelmente em decorréncia da sua
fécil oxidagdo em condigdo ambiente. Com vistas a contribuir para resolver este problema de
baixa resisténcia, objetivou-se no presente trabalho estudar a agéo in vitro e in vivo de ésteres
do &cido (E)-cinamico contra M. incognita, bem como identificar in silico o alvo proteico dos
ésteres com as atividades nematicidas mais intensas. Os melhores resultados foram obtidos
para 0 (E)-p-fluorocinamato de metila (13), (E)-p-clorocinamato de metila (14) e (E)-
bromocinamato de metila (15), que apresentaram concentracdes letais para 50% (CLso) dos
juvenis do segundo estadio (J2) de M. incognita, in vitro, iguais a 168, 95 e 216 ug mL ™,
respectivamente. Nas mesmas condicdes os vaores de CLso para 0s nematicidas comerciais
carbofuran e fluensulfona foram iguais a 160 e 34 pug mL™. As substancias 13-15 também
foram ativas contra ovos do nematoide e, quando utilizadas na concentragio de 200 pug mL*
em experimentos com tomateiros inoculados com J2, reduziram em aproximadamente 23% o
nimero de galhas do nematoide nas plantas. Através do estudo in silico, observou-se que o
provavel alvo enzimético das substancias 13-15 em M. incognita era a histona deacetilase, que
se trata de uma enzima responsavel pela expressao epigenética em organismo e pode intervir
na formag&o embrional dos nematoides. Como um pré-estudo visando ao desenvolvimento de
moléculas mais ativas contra 0 nematoide, estruturas quimicas andogas, com mais afinidades
pela histona deacetilase, foram selecionadas e propostas como potenciais nematicidas.
Concluindo, os ésteres 13-15 sd0 potencialmente Uteis para o desenvolvimento de novos
nematicidas para o controle de M. incognita, principalmente porque a histona deacetilase, que
€ 0 alvo enzimético destas substancias no nematoide, segundo o estudo in silico, pode ser
empregada para se encontrar substancias analogas com mais atividade nematicida.

Palavras-chave: M. incognita. Histona deacetilase. Acido (E)-cinamico. Docking.
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ABSTRACT

Plant parasitic nematodes (NPPs) are animals that cause large losses to agriculture in general.
Among such parasites is Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, which is able to
parasitize approximately 2000 species of plants, as is the case with tomatoes, a crop of great
importance in the world and in which it can generate losses of more than 10 million tons
annually. One of the main ways of controlling NPPs concerns the use of chemical
nematicides, which have presented the disadvantage of being highly toxic to non-target
organisms. In the search for new nematicides, it was observed, in a recent work, that (E)-
cinamaldehyde was very active against M. incognita, but had low persistence in the soil,
probably due to its easy oxidation in ambient conditions. One of the main ways of controlling
NPPs concerns the use of chemical nematicides, which have presented the disadvantage of
being highly toxic to non-target organisms. In the search for new nematicides, it was
observed, in a recent work, that (E)-cinamaldehyde was very active against M. incognita, but
had low persistence in the soil, probably due to its easy oxidation in ambient conditions. In
order to contribute to solve this problem of low resistance, the objective of this work was to
study the in vitro and in vivo action of esters of (E) -cinamic acid against M. incognita, as
well as to identify in silico the protein target of the esters with the most intense nematicidal
activities. The best results were obtained for methyl (E)-p-fluorocinamate (13), methyl (E)-p-
chlorocinamate (14) and methyl (E)-bromocinamate (15), which showed lethal concentrations
for 50 % (L Cso) of juveniles of the second stage (J2) of M. incognita, in vitro, equal to 168, 95
and 216 pg mL?, respectively. Under the same conditions, the LCso values for the
commercial nematicides carbofuran and fluensulfone were equal to 160 and 34 pug mL™.
Substances 13-15 were also active against nematode eggs and, when used at a concentration
of 200 pug mL™* in experiments with tomato plants inoculated with J2, reduced the number of
gals of the nematode in plants by approximately 23%. Through the in silico study, it was
observed that the probable enzymatic target of substances 13-15 in M. incognita was histone
deacetylase, which is an enzyme responsible for epigenetic expression in the organism and
can intervene in the embryonic formation of nematodes. As a pre-study aimed at the
development of more active molecules against the nematode, analogous chemical structures,
with more affinities for histone deacetylase, were selected and proposed as potentia
nematicides. In conclusion, esters 13-15 are potentialy useful for the development of new
nematicides for the control of M. incognita, mainly because histone deacetylase, which is the
enzymatic target of these substances in the nematode, according to the in silico study, can be
used to if you find similar substances with more nematicidal activity.

Keywords. M. incognita. Histone deacetylase. (E)-cinnamic acid. Docking.
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1 INTRODUCAO

Os fitonematoides sdo considerados parasitas de dificil controle em culturas de ato
valor como a soja, feijéo, café, milho e batata, com destaques para aqueles do género
Meloidogyne, que sdo conhecidos como nematoides de galhas. Vale destacar aqui a espécie
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, que é uma das mais representativas deste
género. Ela pode parasitar mais de 2000 espécies de plantas e gerar grandes perdas na
producéo agricola mundial (HASSAN et a., 2013; SASSER; CARTER, 1985). Dentre as
plantas afetadas cabe destacar o tomateiro (Solanum lycopersicum L.), que € uma das mais
cultivadas no mundo, resultando na producdo anual de mais de 171 milhdes de toneladas de
tomate (HEUVELINK, 2018; JONES et d., 2013; OLIVEIRA €t a., 2019). Estima-se que a
média mundial das perdas de rendimento anual de frutas e hortaligas, causada por nematoides,
sejade 12% e 11%, respectivamente (RAO et d., 2016; RAVICHANDRA, 2014).

Diferentes estratégias de controle tém sido utilizadas no mango de M. incognita,
sendo mais empregadas aquelas que fazem uso de nematicidas quimicos que afetam 0 meio
ambiente, geram residuos nos alimentos e sdo altamente téxicos para o0 ser humano (SILVA;
OLIVEIRA; CAMPOS, 2002). Uma das alternativas para contornar este problema diz
respeito ao uso de substancias de origem natural, como € o caso dos metabdlitos de origem
microbiana (MEYER; ROBERTS, 2002) e vegetal, para o desenvolvimento de novos
nematicidas (OLIVEIRA et a., 2007). Afina, acredita-se que o nimero de metabdlitos
produzidos por tais organismos possa chegar a casa dos milhdes (WANG et a., 2019), dentre
0S quai s varios apresentam propriedades biocidas (NAZ et al., 2016; SILVA et d., 2017).

Dentre as vérias substancias de origem natural, cabe destacar aguelas que apresentam
carbonilas adeidicas, como o (E,E)-deca-2,4-dienal, (E)-dec-2-enal, salicilaldeido e (E)-
cinamaldeido, os quais mostraram atividade contra M. incognita (CABONI et a., 2013;
JARDIM et al., 2018). No caso especifico do (E)-cinamaldeido, que esta contido no 6leo
essencial de Cinnamomum cassia (L.) J. Predl, observou-se 97% de mortalidade de juvenis do
segundo estédio (J2) de M. incognita expostos a tal aldeido na concentragdo de 52 pg mL™.
Nas mesmas condi¢des, 0 nematicida comercia carbofuran (N-metilcarbamato de 2,2-dimetil-
2,3-diidro-1-benzofuran-7-ila) causou apenas 63% de mortalidade dos J2 na concentracdo de
173ug mL™%, o que deixa evidente o poder nematicida do (E)-cinamaldeido (JARDIM et dl.,
2018). Entretanto, os autores relatam que tal aldeido apresenta baixa persisténcia no solo, o
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que pode ser um grande problema para a sua utilizagdo no desenvolvimento de um produto

comercia parao controle de fitonematoides.

Figura 1 - Estruturas quimicas do A. (E)-cinamaldeido e de B. ésteres do acido (E)-cinamico.
0

/ H / O0—R

Fonte: Do autor (2020).

Talvez o mencionado problema de baixa persisténcia do (E)-cinamaldeido possa ser
resolvido com a sua substitui¢cdo por substancias analogas, para as quais se podem encontrar
relatos de atividades bactericidas, fungicidas (SHREAZ et a., 2016), nematicidas
(HAMIDPOUR et al., 2015), antitumorais (KWON et al., 1997), e com efeitos sobre a doenca
de Alzheimer (MOMTAZ et d., 2018). Dentre tais andl ogos cabe destacar os ésteres do &cido
(E)-cindmico (FIGURA 2), que sdo genericamente conhecidos como cinamatos. Em principio,
eles podem ser obtidos facilmente pela reacéo do &cido carboxilico com acoois, na presenca
de um catalisador fortemente &cido. Esta reacdo € genericamente conhecida como
esterificacéo de Fischer (SILVA, 1998).

Sabe-se que os ésteres do écido (E)-cinamico podem apresentar grande diversidade de
atividades bhiologicas. Para exemplificar, pode-se mencionar as seguintes. alelopéticas,
antimicrobianas, antivirais, antioxidantes, e outras atividades sobre doencas cardiovasculares
(CHAVES-ULATE; ESQUIVEL-RODRIGUEZ, 2019; DE; BEDOS-BELVAL et a., 2012;
DOS SANTOS et d., 2012; ESPINDOLA et d., 2012; GOMES; SA; DE ARAUJO, 2015).
No caso especifico da atividade nematicida, pode-se mencionar a acdo do (E)-p-
metoxicinamato de etila e (E)-cinamato de etila contra Heterodera avenae Wollenweber (LI
et al., 2017). Tais substancias também foram ativas contra o fitonematoide Bursaphelenchus
xylophilus Steiner & Buhrer, cuja mortalidade foi de 100% apds a sua exposi¢ao a qualquer
um dos dois cinamatos (JU-Y ONG et a., 2006).

Embora seja um nematoide de vida livre, Caenorhabditis el egans Maupas tem sido de
grande importancia para o desenvolvimento de novos produtos com atividade nematicida. Em
grande parte, isto se deve ao fato do seu genoma ter sido sequenciado ha mais de 30 anos, 0
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que permitiu 0 desenho e desenvolvimento de testes biolégicos com diferentes substancias,
dentre as quais estdo os nematicidas. Por exemplo, estudos in vivo e in vitro da atividade
nematicida de carbamatos e organofosforados sobre C. elegans tém gudado a elucidar os
alvos enzimati cos dessas substancias (HOLDEN-DY E; WALKER, 2014).

Ante 0 exposto, buscou-se, no presente trabalho, i) selecionar através de testes in vivo
e in vitro, ésteres do acido (E)-cinamico potencialmente Uteis para o desenvolvimento de
novos nematicidas para o controle de M. incognita em tomateiros; ii ) e, através de estudos in
silico utilizando o genoma de C. elegans, identificar a proteina alvo dos ésteres do &cido (E)-

cindmico mais ativos contra nematoides.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

21  Sintesedeésteresdo acido (E)-cinamico

As substancias foram sintetizadas por pesquisadores do Laboratério de Quimica
Organica Sintética — UNICAMP. As estruturas 7, 10-15 (FIGURA 2) foram obtidas a partir
da reacdo do acrilato de metila com tetrafluoroborato de arenodiazonio e acetado de pal&dio,
em metanol, sob agitacdo, na temperatura ambiente. Posteriormente, as misturas foram
filtradas e fracionadas por cromatografia em coluna de silica flash (CURY et a., 2019). As
substéncias 1-5 (FIGURA 3) foram obtidas a partir de ésteres do &cido (E)-cindmico com o
tetrafluoroborato de arenodiazdnio e acetato de paladio, seguida de fracionamento por
cromatografia em coluna de silica flash (ALMEIDA, 2017). Para as substancias 6, 8 e 9
(FIGURA 4), misturaram-se 0 acetato de paladio e o indol, sob agitacdo magnética. Em
seguida, foram adicionados o (E)-cinamato e o acido acético. Apos 48 h sob temperatura
controlada, os meios reacionais foram diluidos com acetato de etila e extraidos com NaCO3
saturado e NaHCOs. A fase organica foi seca e concentrada sob pressdo reduzida. Finalmente,
os produtos foram purificados por cromatografia em coluna de silica flash, adicionando

trietilamina ao eluente para evitar aisomerizacéo (AZAMBUJA, 2015).
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Figura 2 - Esteres do &cido (E)-cindmico que foram sintetizados e utilizados no presente
trabal ho.
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Fonte: Do autor (2020).



2.2  Inoculode M. incognita

Mudas de tomateiro (Solanum lycopersicum L. 'Santa Clara) com 25 dias de idade
foram inoculadas com M. incognita e mantidas em casa de vegetacdo por 45-60 dias. Em
seguida, as raizes foram removidas do substrato, lavadas cuidadosamente com agua, cortadas
em pedacos de aproximadamente 1 cm e trituradas em liquidificador com solugdo de
hipoclorito de sddio a 0,5 % (g mL™) por no méximo 40 segundos (HUSSEY, 1973). A
mistura resultante foi imediatamente filtrada em peneiras de 200 e 500 mesh (ASTM-
American Society for Testing and Materials), de forma que os ovos retidos na peneira de 500
mesh foram lavados com agua abundante para a remocao de todo o hipoclorito de sodio. Parte
dos ovos foram empregados nos testes biolégicos, enquanto outra parte foi colocada em
camara de eclosdo, que era formada por um funil de Baermann (WHITEHEAD; HEMMING,
1965). Os J2 eclodidos nas primeiras 24h foram descartados. Somente foram utilizados para a

montagem dos experimentos aqueles J2 que tinham eclodido apés 48h.

23 Motilidade e mortalidade in vitro de J2 de M. incognita expostos a ésteres do
acido (E)-cinamico

Cada uma das substancias 1-15 (FIGURA 3) foi dissolvida em solucéo aguosa de
Tween 80® (Sigma-Aldrich, MO, USA) a 0,02 g mL™? até a concentragdo de 600 ug mL™.
Em cada cavidade de uma placa de polipropileno com 96 cavidades de 300 pL, foram
colocados 100 pL de cada solucéo e 20uL de suspensd@o aguosa contendo aproximadamente
25 J2 de M. incognita. A concentragéo final de cada substancia na cavidade foi de 500 pyg mL”
1. Uma solugéo aquosa de Tween 80® a 0,02 g mL™* e uma solucéo de carbofurano (Aldrich,
98%) a 600 pg mL* (concentragdo final na cavidade: 500 pg mL ) foram empregadas como
controle negativo e positivo, respectivamente. As placas foram vedadas com filme pléstico e
armazenadas em BOD (Demanda Bioguimica de Oxigénio) por 48 horas, a 25 °C. Em
seguida, os J2 moveis e imoveis foram contados com o uso de um microscopio de objetiva
invertida. Para a contagem de J2 vivos e mortos, utilisou-se 0 método descrito por Chen e
Dickson (CHEN; DICKSON, 2000), que foi adaptado por Amara e Rocha (AMARAL,;
ROCHA, 2003). Fundamentalmente, adicionou-se uma gota (5uL) de solucéo de NaOH a 1

mol L, recém preparada, ao conteldo de cada cavidade da placa Os J2 que se



movimentaram até 1 min apos a adicdo foram considerados vivos, enquanto os outros foram
considerados mortos. Este teste foi realizado sob delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com cinco repeticbes. Os resultados foram transformados em porcentagem antes de

serem submetidos a andlise estatistica

2.4  Concentracdo letal de ésteres do acido (E)-cinamico para 50 % (CLso0) dos J2 de
M. incognita.

As substancias que se mostraram mais ativas contra J2 no teste in vitro em
concentracdo Unica (13, 14 e 15; FIGURA 4), foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DM SO)
até a concentragdo de 27.777 ug mL™t. Em seguida, foram diluidas em Tween 80® a 0,02 g
mL1, até as concentracdes de 60, 120, 240, 360 e 480 pg mL™. (E)-cinamaldeido (3.333 ug
mL* em DMSO) e os nematicidas comerciais (27.777 pg mL™* em DMSO) carbofurano e
fluensulfona (Nimitz®, ADAMA), foram empregados como controles positivos. Para tanto,
as solugbes em DMSO foram diluidas com a solucdo aguosa de Tween 80 até as
concentragdes de 18, 36, 72, 144 e 180 pg mL™* para o (E)-cinamaldeido; 60, 120, 240, 360 e
480 pg mL™? para o carbofurano; e de 28,8; 57,6; 115,2; 172,8 e 230,4 ug mL* para a
fluensulfona. 100 pL de cada uma das solucdes preparadas foram colocados em cavidades de
placas de polipropileno conforme descrito no teste anterior, nas quais também foram
colocados 20puL de suspens&o aquosa contendo aproximadamente 25 J2 de M. incognita. As
concentracOes finais das substancias 13, 14 e 15, bem como do carbofuran, apds a adi¢éo da
suspensdo aquosa de J2, foram de 50, 100, 200, 300 e 400 pug mL™L. Para o (E)-cinamaldeido
foram de 15, 30, 60, 120 e 150 ug mL™*. E para a fluensulfona foram de 24, 48, 96, 144 e 192
ug mLL. Para todos os tratamentos a concentragdo 0,0 pug mL* correspondeu a uma solucéo
de Tween 80 a0,02 g mL* contendo 1,5 % (v/v) de DM SO. Este experimento foi conduzido e
avaliado conforme descrito acima, empregando cinco repeticdes para cada tratamento. Este

experimento foi realizado duas vezes.

25 Influénciade ésteres do acido (E)-cinamico sobre a eclosdo de J2 de M. incognita.

As substéncias 13, 14 e 15 (FIGURA 5), que foram as mais ativas no teste de
motilidade e mortalidade de J2 de M. incognita, foram dissolvidas em DMSO até a



concentragdo de 22.222 pug mL 1. Em seguida, as solugdes obtidas foram diluidas com solugdo
aguosa de Tween 80® a 0,02 g mL™* até a concentracio de 400 pg mLL. Parte (5,0 mL) de
cada solucéo fina foi adicionada a 5,0 mL (isto fez a concentracéo final de cada substancia
cair para 200 pg mL™) de uma suspensio aquosa contendo aproximadamente 7600 ovos de
M. incognita, dentre os quais 50% continham juvenis do primeiro estadio (J1) e os outros 50
% se encontravam no estégio de multiplicacdo celular. As suspensdes obtidas foram colocadas
em camaras de eclosdes formadas por uma tela de PV C de 500 mesh, suportada por um anel
do mesmo material, que manteve os ovos retidos, mas garantia a livre movimentagéo dos J2.
Utilizou-se Tween 80 a 0,02 g mL™* contendo DMSO a 1,5 % (v/v) e &gua como controle
negativo, enquanto carbofurano e fluensulfona (Nimitz®, ADAMA) foram empregados como
controles positivos, na concentragdo de 200 pug mL™ ap6s a adicdo da suspensio de J2. As
suspensoes finais foram colocadas em placas de Petri de 6,0 cm de didmetro, que foram
seladas com Parafilm® e mantidas em estufa incubadora BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) a 28 °C, no escuro, por 48 h. Apds este periodo de tempo, as telas foram removidas
e 0s ovos nelas contidos foram lavados com &gua. Em seguida, as telas contendo o0s ovos
foram mergulhadas em Placas de Petri contendo 10 mL de &gua, que foram novamente
mantidas em BOD, nas mesmas condi¢oes, para que os J2 eclodidos pudessem ser contados
em camara de Peter, utilizando um microscépio, em periodos de 48h, a partir do momento em
que foram colocados 0s ovos em contato com as solucdes, até um total de 288 h (12 dias).
Este experimento foi realizado duas vezes, em delineamento compl etamente casualisado, com

cinco repeticdes para cada tratamento.

26 Efeito de ésteres do acido (E)-cinamico sobre M. incoghita em tomateiros
inoculados com J2 do nematoide.

As substancias 13, 14 e 15 foram dissolvidas em solucéo aquosa de Tween 80 a0,02 g
mL1, utilizando-se agitagdio magnética (Mod. 752A, Fisaton) durante 2 h e ultrasom
(Ultracleaner USC-1400A, Unique) durante 2 h, para a obtencéo de solugdes a 400 pg mL ™.
Parte de cada solugdo (18 mL) foi adicionada a 18 mL de uma suspensdo aguosa contendo
aproximadamente 2700 J2 de M. incognita, fazendo com que a concentracdo de cada
substancia na suspensio final fosse de 200 pug mLL. Imediatamente a seguir, cada suspensio
(6 mL; 450 J2) foi colocada em dois furos (2,5 cm de profundidade x 0,5 cm de didmetro) ao
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redor do caule (1,0 cm de disténcia do caule) de uma muda de tomateiro (Solanum
lycopersicum L. 'Santa Clara) com 25 dias de idade, contida em bandea de poliestireno com
128 cavidades de 23 mL, que continha o substrato organico Tropstrato® (Vida Verde
Industria e Comércio de Insumos Organicos Ltda., Mogi Mirim-SP, Brasil). Como controles
positivos foram utilizados os nematicidas carbofurano, fluensulfona e o (E)-cinamaldeido nas
concentragdes finais (apds adicdo a suspensio de J2) iguais a 200, 96 e 200ug mL 2,
respectivamente. Tween 80® a 0,02 g mL™ e &gua foram empregados como controles
negativos. O experimento foi feito duas vezes, sob delineamento interamente ao acaso, com

cinco repeticdes para cada tratamento.

2.7  Andlise estatistica para experimentosin vitro ein vivo.

Exceto para o teste inicial de motilidade e mortalidade in vitro de J2, que foi realizado
uma unica vez, procedeu-se a andlise conjunta de ambos 0s experimentos realizados para cada
teste bioldgico. Para tanto, fez-se o teste de normalidade (SHAPIRO; WILK, 1965) e de
homocedasticidade (BARTLETT, 1937). Em seguida, os dados foram submetidos a andlise de
variancia- ANOVA (DUNN; CLARK, 1987) e as médias foram comparadas de acordo com o
teste de Scott-Knott (SCOTT; KNOTT, 1974) a5 % de significancia

Para o teste de efeito de ésteres do acido (E)-cinamico sobre M. incognita em
tomateiros inoculados com J2 do nematoide, nd se observou normalidade e
homocedasticidade com P maior do que 0,05 na andlise conjunta. Em decorréncia, os dados
foram transformados utilizando Box-Cox, com a fungéo (x-1)/A para A = 2,53 (BOX; COX,
1964). Os resultados dos testes de influéncia de ésteres do &cido (E)-cinamico sobre a ecloséo
de J2 de M. incognita, cada 48 h foram apresentados por separado.

Para redizar tais calculos foi utilizado o programa computaciona SISVAR 5,6
(FERREIRA, 2011) e o software R® 3.6.1 com a interface gréfica RStudio i386 3.6.1 (R
TEAM, 2015). Para o cdculo da CLso, foi feita andlise de Logit (MCFADDEN, 1973),
utilizando-se o pacote drc (Analysis of Dose-Response Curves) (RITZ; STREIBIG, 2005) do
software R® (R CORE TEAM, 2013).
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2.8 Estudoin silico: buscas conformacionais para as substancias 13, 14 e 15.

As estrutruras quimicas tridimensionais das substancias 13, 14 e 15 foram
desenhadadas com o programa Chemsketch 12.01 (Advanced Chemistry Development, Inc.,
Toronto, Canada) e salvas no formato mol, para serem posteriormente convertidas ao formato
sdf através do uso do programa computacional OpenBabel 2.3.2 (O'BOYLE et a., 2011). A
partir do formato sdf, realizaram-se buscas conformacionais utilizando o programa
Open3Dalign 2.282 (TOSCO; BALLE; SHIRI, 2011). Para isto, foram feitas 1.000
simulagdes por dinamica molecular usando o Merck Molecular Force Field 94 (MMFF94),
com uma temperatura de 1.000 °C e 1.000 etapas de 1 fs em cada simulagdo. O solvente
(agua) foi implicitamente considerado pelo emprego do modelo Generalized Born Surface
Area (GBSA). Em seguida, a conformagdo mais estavel de cada substéncia, bem como todas
aquelas até 10 kcal mol distantes das mais estéveis, foram otimizadas utilizando o programa
MOPAC 2016 (Stewart Computational Chemistry, http://OpenM OPAC.net) (MOPAC, 2016),
empregando o Hamiltoniano PM7 (STEWART, 1990). Neste caso, a &gua foi implicitamente
considerada através do Conductor-Like Screening Model-COSMO  (KLAMT,;
SCHUURMANN, 1993). Para cada substancia, sel ecionaram-se apenas aguel as conformacoes
com populagdes iguais ou superiores a 5 % do total, de acordo com a distribuicdo de
Boltzmann (CERCIGNANI, 1988), que foram salvas no formato pdb com o uso do programa
computacional GABEDIT 2.4.8 (ALLOUCHE, 2011).

29  Selecdo de potenciais alvos proteicos a partir de busca farmacoférica no banco de
dados do ligand Expo.

As conformagbes mais estéveis das substancias 13, 14 e 15, obtidas conforme
descrito acima, foram submetidas a busca farmacofdrica na base de dados Ligand Expo
(http://ligand-expo.rcsb.org/) (FENG et al., 2004), versdo 05/2019. Todas as estruturas
quimicas de tal base foram submetidas ao programa OpenBabel 2.3.2 para a adicéo de &omos
de H e conversdo para o formato sdf, para posterior realizacdo da busca farmacoférica com o
programa Lisica 1.0.1 (LESNIK et d., 2015), para selecionar estruturas quimicas similares
aquelas conformagdes mais estévels das substancias 13, 14 e 15. Para a etapa seguinte deste

trabalho, selecionaram-se apenas aquelas proteinas que: i) estavam complexadas a ligantes



com escores de Tanimoto iguais ou maiores do que 0,6 na busca farmacoforica; ii) cujos
ligantes selecionados na busca farmacof6rica se encontravam em cavidades das proteinas; iii)
e cujos ligantes selecionados na busca farmacofdrica ndo estavam quimicamente ligados as
proteinas. As sequéncias de aminoécidos das proteinas selecionadas foram utilizadas em
buscas nos genoma de nematoides através do NCBI (National Center for Biotechnology
Information - https://www.nchi.nim.nih.gov/), utilizando-se a ferramenta de alinhamento
Blastp 2.10.0+ (ALTSCHUL et a., 1997; ALTSCHUL et al., 2005), com o Delta-Blast
(Domain Enhanced Lookup Time Accelerated) (BORATYN et al., 2012). Tais buscas foram
feitas no banco de dados ndo redundante (nr) de proteinas. Para se buscar por sequéncias de
proteinas dentro das sequéncias de DNA e RNA de nematoides, utilizou-se o Thlastn 2.10.0+,
gue fez buscas no banco de dados ndo redundante (ALTSCHUL et al., 1997). Os varios
parametros dos programas computacionais utilizados foram mantidos com os valores padrdes.
Para dar continuidade ao trabalho, selecionaram-se apenas aguelas proteinas com escores
acima de 200 para no minimo um nematoide fitoparasita e para o nematoide de vida livre C.
elegans.

2.10 Selecdo de potenciaisalvos proteicos a partir de busca farmacoférica no banco de
dados do BRENDA para as substancias 13, 14 e 15 e seus analogos.

Na base de dados especiaizada BRENDA (https.//www.brenda-enzymes.org)
(JESKE et a., 2018) foi desenhanda a estrutura da substancia (E)-cinamato de metila, que foi
utilizada em buscas por substancias com 50% ou mais de similaridade. Somente foram
selecionados para a etapa seguinte, aquelas enzimas inibidas por alguma das substancias
resultantes da referida busca, segundo o BRENDA (FIGURA 6) As sequéncias de
aminoacidos das enzimas B-hidroxiesteroide desidrogenase, histidina decarboxilase, laccase,
caboxipeptidase, fenilalanina amonia liase, poligalacturase e polifenol oxidase foram obtidas
do RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsh.org) (BERMAN et a., 2000). Tais sequéncias
foram utilizadas em buscas nos genomas de nematoides, através do NCBI, conforme descrito
acima. Para dar continuidade ao trabalho, selecionaram-se apenas aquelas proteinas com
escores acima de 200 para no minimo um nematoide fitoparasita e para o nematoide de vida

livre C. elegans.
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Figura 3 - Analogos das substancias 13, 14 e 15, com atividades enziméticas, obtidos no

BRENDA.
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Fonte: Do autor (2020).

211 Selecao depotenciaisalvos proteicos a partir de busca farmacoforica no banco de
dados do ChEMBL para a selecdo de potenciais alvos enzimaticos.

A base de dados ChEMBL protein target tree (GAULTON et al., 2016), verséo 24 de
11/01/2019, que continha 757.468 compostos biologicamente ativos, foi obtida do
PUBCHEM (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) (KIM et a., 2018) em 09 de dezembro de
2019. Todos os arquivos, que estavam no formato sdf, foram convertidos ao formato mol2
utilizando o programa computacional OpenBabel 2.3.2, para serem submetidos a uma busca
farmacoférica com programa Lisica 1.0.1, com vistas a encontrar estruturas quimicas
similares as conformagOes mais estaveis das substancias 13, 14 e 15. Todas as substancias
com escores de Tanimoto iguais ou maiores do que 0,75 (WILLETT, 2006) e atividade contra
proteinas de acordo com os dados do ChEMBL, foram sel ecionadas para a préxima etapa, que
consistiu em buscar por sequéncias de aminoécidos para tais proteinas no RCSB Protein Data
Bank (https.//www.rcsh.org) e no BRENDA (https.//www.brenda-enzymes.org/) (JESKE et
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al., 2018). As sequéncias de aminoécidos obtidas foram, entdo, utilizadas em buscas por
sequéncias similares nos genomas de nematoides, através do NCBI, conforme descrito acima.
Para dar continuidade ao trabalho, selecionaram-se apenas aguelas proteinas com escores
acima de 200 para no minimo um nematoide fitoparasita e para o nematoide de vida livre C.

elegans.

212 Selecdo de estruturastridimensionais da histona deacetilase (HDAC)

Do RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org) (BERMAN et al., 2000) foram
obtidos os arquivos fasta e pdb da histona deacetilase 1T64 (SOMOZA et al., 2004) e de todas
aquelas com 95 % ou mais de similaridade de sequéncia de aminoécidos em relacéo a 1T64.
Utilizando-se o programa Ugene 1.16.2 (OKONECHNIKQV et a., 2012) com o agoritmo
Clustal Omega 1.2.1, dinharam-se tais sequéncias com 10 iteracdes (SIEVERS; HIGGINS,
2014). A partir do resultado de tal alinhamento, calculou-se a dissimilaridade de Hamming
(%) considerando todos o gaps. Em seguida, calculou-se a similaridade (%) através da
seguinte formula: 100 — dissimilaridade de Hamming. Todas as histona deacetilases com 60
% ou menos de similaridade em relacdo a enzima 1T64 foram descartadas. Também foram
descartadas as seguintes enzimas: a) cujos ligantes ndo estivessem localizados em cavidades
na enzima; b) contendo nimero de residuos de aminoécidos igual a 50 unidades abaixo ou
acima do numero de residuos da 1T64, que eraigual a 377; €) cujas enzimas ndo tinham o ion
Zn*? no sitio ativo; d) e com mutacdes fora das extremidades das cadeias. Para facilitar a
aplicacdo dos quesitos "a' e "d", as estruturas tridimensionais das enzimas foram visualizadas
com 0 uso do programa  computacional UCSF Chimera 1131
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimeral) (PETTERSEN et al., 2004).

Os arquivos pdb das histona deacetilases selecionadas foram convertidos em arquivos
pdb contendo as unidades biologicas pelo emprego do script em Python MakeMultimer.py
(http://watcut.uwaterl 0o.ca/tools/makemultimer/). As estruturas tridimensionais resultantes
foran dinhadas com o programa computacional Lovoaign 18.320 (MARTINEZ;
ANDREANI; MARTINEZ, 2007), que também foi utilizado para calcular o desvio da raiz
quadrada média das posicdes atdbmicas (RMSD) para cada par de estruturas. Aquelas

apresentando valores de RMSD acimade 6 A em relagio & 1T64 também foram descartadas.
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2.13 ldentificacdo do sitio de ligacédo das substancias 13, 14 e 15 na histona deacetilase.

Com o uso do psfgen inserido no programa computacional VMD 1.9.2 (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996), adiconaram-se atomos ausentes nas estruturas tridimensionais
das histona deacetilases selecionadas conforme descrito acima, para que as mesmas fossem
salvas no formato pdb e, em seguida, convertidas para o formato pdbgt pelo emprego do
programa computacional Autodock Tools 1.5.7rcl (TROTT; OLSON, 2010). Ao fina do
processo, a carga 2+ foi adicionada manual mente para os ions Zn*2 em cada uma das cadeias
alinhadas. De forma andloga, utilizou-se 0 programa Autodock Tools para converter os
arquivos pdb das configuracfes mais estaveis das substancias 13, 14 e 15 (FIGURA 7), parao
formato pdbqt.

Com o uso do programa VMD 1.9.2 (HUMPHREY ; DALKE; SCHULTEN, 1996),
calcularam-se as dimensdes das histona deacetilases (54.34 x 48.96 x 54.83 A% x, y, z) e seus
centros de gravidade (-2,01, -0,53, 38,42 A : x, y, z). Em seguida, utilizando-se o software
QuickVinaW (HASSAN; ALHOSSARY; MU; KWOH, 2017; TROTT; OLSON, 2010), fez-
Se 0 ancoramento as cegas das substancias 13, 14 e 15 (FIGURA 8), nas histona deacetilases.
O parametro exhaustiveness foi gustado para valor igua a 128, enquanto todos os outros

permaneceram com os valores padrdes do programa.

2.14 Ancoramentos (docking) no sitio da histona deacetilase.

Para este estudo, foram utilizadas as estruturas tridimensionais das conformagdes mais
estaveis das substancias 13, 14 e 15 (FIGURA 9), no formato pdbqt, bem como dos seguintes
inibidores de histona deacetilases: 7-(4-(dimetilamino)-fenil)-N-hidroxi-4,6-dimetil-7-oxo-
2,4-heptadienamida (TSN)(SOMOZA et a., 2004), 4-(dimetilamino)-N-(7-(hidroxiamino)-7-
oxo-heptil)-benzamida (B3N) (SOMOZA et a., 2004), N-hidroxi-4-(metil-(5-(piridin-2-il)-
tien-2-il)-sulfoni)-amino-benzamida (NHB) (VANNINI;  VOLPARI; FILOCAMO;
CASAVOLA et al., 2004), 3-ciclopentil-N-hidroxipropanamida (3YP) (NIELSEN et a.,
2005), 9,9,9-trifluoro-8-oxo-N-fenilnonamida (CF3) (NIELSEN et al., 2007), N-fenil-N'-
hidroxioctanodiamida (SHH) (NIELSEN et a., 2005), (E)-3-(4-(benzilcarbonil)-1-metil-1H-
pirrol-2-il)-N-hidroxipropenamida (AGE) (DOWLING et a., 2008) e (E)-cinamato (busca

farmacoforica no ChEMBL) (ACINA). Para se obter as conformagdes mais estéavels de tais
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inibidores, no formato pdbqt, utilizou-se 0 mesmo procediemento descrito acima para as
substancias 13, 14 e 15 (FIGURA 10). Entretanto, antes de se dar inicio ap processo, 0S seus
valores de pka foram calculados com o0 uso do programa computacional Marvin Sketch
19.25.0 (CSIZMADIA, 1999) para que os estados de protonacéo corretos fossem utilizados.
Com 0 uso do programa computacional Autodock Tools 1.5.7rc1(TROTT; OLSON, 2010),
escolheu-se a regido (22.5 x 18.75 x 24 A% : x , y, z) para 0 ancoramento que englobasse o
sitio de ligag&o de acordo com o ancoramento as cegas das substancias 13, 14 e 15, descrito
acima, e com as localizagdes dos inibidores da histona deacetilases nos complexos
experimentalmente disponiveis no RCSB Protein Data Bank. Os ancoramentos foram feitos
com o programa QuickVina 2.1 (HANDOKO et a., 2012; TROTT; OLSON, 2010),
utilizando valor de 128 para 0 parametro exhaustiveness. Para todos 0s outros parametros
foram mantidos os valores padrfes do programa. Os valores obtidos foram submetidos a
andise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas de acordo com o teste de Scott-
Knott (P < 0,05). Paratanto, utilizou-se o programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011).

Figura 4 - Estruturas quimicas de inibidores da histona deacetilase utilizados no presente

estudo para 0 ancoramento ao sitio ativo da enzima.
HO HO

SHH e} ACINA

Fonte: Do autor (2020).
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215 Busca por analogos das substancias 13, 14 e 15 que possam ligar-se mais
fortemente & enzima histona deacetilase.

Utilizando as conformagfes mais estaveis de 13, 14 e 15, fez-se uma busca
farmacoférica na base de dados do ZINC15 (https://zinc15.docking.org/) (STERLING;
IRWIN, 2015), que foi obtida em novembro/2019. Para isto, utilizou-se o0 programa Lisica
1.0.1. Selecionaram-se as 21 substancias (FIGURAS 5 e 6) com os maiores valores de escore
de Tanimoto, para serem desenhadas no Chemsketch 12.01 e submetidas as buscas
conformacionais, conforme descrito acima para as substancias 13, 14 e 15. Vae mencionar
que, mais uma vez, utilizou-se o programa Marvin Sketch 19.25.0 (CSIZMADIA, 1999) para
os calculos dos valores de pka de cada substéncia, para que o correto estado de protonacéo
fosse utilizado. Em seguida, as substancias 13, 14 e 15, bem como as selecionadas na busca
feita no ZINC 15, foram ancoradas com o0 QuickVina2.1 (HANDOKO et d., 2012; TROTT,;
OLSON, 2010), na enzima histona deacetilase, usando 0 mesmo procedimento e a mesma
regido de ancoramento descritos acima. As andlises edtatisticas foram iguais as do

ancoramento anterior.



Figura 5 - Estruturas quimicas de analogos das substancias 13, 14 e 15, selecionadas por
terem 0s maiores valores de escore de Tanimoto em buscas farmacoféricas feitas

no banco de dados ZINC15.
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Figura 6 - Estruturas quimicas de analogos das substancias 13, 14 e 15, selecionadas por
terem os maiores valores de escore de Tanimoto em buscas farmacoféricas feitas
no banco de dados ZINC15.
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3 RESUL TADOSE DISCUSSAO

3.1 Motilidade e mortalidade in vitro de J2 de M. incognita expostos a ésteres do
acido (E)-cinamico.

Das quinze substancias testadas, somente as identificadas como 10-15 reduziram a
mobilidade do nematoide, com destague para as substancias 11-15, que apresentaram valores
estatisticamente iguais a0 observado para 0 nematicida carbofurano. Dentre tais substancias,
as Unicas gque apresentaram valores de J2 mortos estatisticamente iguais ao do carbofurano
foram as de numero 13, 14 e 15 (FIGURA 7).

Figura 7 - Efeitos dos ésteres do acido (E)-cinamico sobre a motilidade e mortalidade de
juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita. Médias seguidas da
mesma letra em barra com a mesma cor, ndo diferem entre si pelo teste de Scott e
Knott a 5% de probabilidade. As barras de erro correspondem ao desvio padréo.

dd 2d gd dd
10 =] it T r =
E
I
it x
1
Fil
1
Fs T r
€ LC €L ECE il ] £C
r~ AL o s - - = =i r~ m b Ty

carbofuran

Fonte: Do autor (2020).

De acordo aos resultados, pode se perceber que a presenca de um substituinte
eletronegativo no anel, pode melhorar ou piorar a atividade nematicida dos and ogos do &cido
(E)-cindmico testados. Este fendmeno pode se observar nas substancias 7, 10, 11 e 12. No
caso da substancia 7, a presenca de um grupo nitro.

Quanto a substancia 10, percebe-se que o d&omo de iodo influenciou negativamente
na atividade nematicida, podendo-se dever ao fato de sua baixa reatividade quando comparada
com outros halogénios. Quando analisados os compostos 11 e 12 observou-se que o fato de
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conter um substituinte com maior el etronegatividade como o oxigénio do radical metoxi (12)
melhora consideravelmente o efeito biologico da substéncia. Estes resultados se aproximam
com os obtidos em estudos anteriores, onde o (E)-p-metoxicinamato de etila e o (E)-cinamato
de etila, tiveram atividade sobre o fitonematoide Heterodera avenae Wollenweber, e
previamente sobre B. xylophilus e M. incognita (L1 et a., 2017). Um fato importante € que as
duas substancias mencionadas ndo foram téxicas a mamiferos (DLso > 2000 mg Kgt) (UMAR
et al., 2012).

3.2  Concentracdo letal de ésteresdo acido (E)-cinamico para 50 % (CL s0) dosJ2 de
M. incognita

Dentre as substéncias mais ativas in vitro contra J2 M. incognita, em concentracéo
unica (FIGURA 8), a de menor valor de CLso foi a de nimero 14, seguida pelas substancias
13 e 15 (TABELA 1). Tais valores foram aproximadamente da mesma ordem de grandeza da
CLso observada para o carbofurano e em torno de cinco vezes superiores aos valores

observados para a fluensulfona e para o (E)-cinamal deido.

Tabela 1 - Concentragdes letais para 50 % (CL50) dos juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita, calculadas para as substéncias 13, 14 e 15, bem como
para (E)-cinamaldeido, carbofurano e fluensulfona.

CLso+erro(ugmL-Y)

Substancia Testel Testell
13 169,8 + 6,0 167, 7+ 7,3
14 99,2+ 39 92,85+ 2,7
15 226,5+5,9 205,7+ 3,2
Carbofurano 1595+ 5,6
(E)-cinamaldeido 338+14
Fluensulfona 34,3+ 6,6

Fonte: Do autor (2020).

Os resultados sugerem que existem diferencias quimicas favorecidas pel os halogénios
contidos nas estruturas 13, 14 e 15, os quais podem contribuir e diferenciar a atividade
nematicida entre as substancias testadas. Algumas caracteristicas como: comprimentos de
ligagches carbono-halogénio, eletronegatividade, polaridade ou momentos dipolo e valores de
pKa, sdo frequentemente utilizadas no desenvolvimento de novos agroguimicos (JESCHKE,

2017). Em decorréncia disto, durante os ultimos 35 anos tem se aproveitado as propriedades
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de estabilidade metabdlica, oxidativa, térmica e lipofilicas dos halogénios para desenvolver
inseticidas, herbicidas e nematicidas com melhor performance (JESCHKE, 2010). Da mesma
maneira, observou-se que os valores de controle letal médio (CLso) das substancias 13, 14 e
15 ndo atingiram valores satisfatorios quando comparados com o0 nematicida comercial
fluensulfona, devido ao fato de ser uma molécula mais complexa com varios halogénios
ligados na sua estrutura Porém, as substancias 13, 14 e 15 conseguiram melhorar a atividade
biolégica significativamente frente ao nematicida tradicional carbofurano, o qua presenta
varios aomos eletronegativos na sua estrutura e diferentes possibilidades de interagir com
outras moléculas a través de ligacdes de hidrogénio.

Os vaores de CLs das substancias 13 ,14 e 15 mostraram semelhangas com outros
trabal hos, onde o (E)-p-metoxi cinamato de etila presentou CLso: 83 pg mL™ e o (E)-cinamato
de etila CLso: 100,6 pg mL™ sobre o fitonematoide Heterodera avenae Wollenweber (LI et
al., 2017), sendo estas concentragdes maiores para as encontradas por outros autores, onde o
(E)-cinamato de metila e (E)-cinamato de etila geraram 100% de mortalidade sobre
fitonematoide B. xylophilus nas concentragbes de 62,5 e 125 pg mL™ respectivamente,
sugerindo que os efeitos nematicidas dos ésteres do acido (E)-cinamico estéo ligados a
espécie de nematoide e atribuem suas atividades a presenca da carbonila e a dupla ligacéo na
posicao a, B dentro de suas estruturas (PARK; SEO; KIM, 2011).

3.3 Influéncia deésteresdo acido (E)-cinamico sobre a eclosdo de J2 de M. incognita

Os ésteres do acido (E)-cindmico (substancias 13, 14 e 15) inibiram a eclosio dos J2
de M. incognita quando comparados com os nematicidas carbofurano e fluensulfona. Tais
ésteres foram estatisticamente diferentes dos tratamentos controle, com destague para a
substancia 14, que apresentou os menores valores de J2 eclodidos. Ainda vale mencionar que
o carbofurano, foi bem menos eficiente do que a fluensulfona, sendo evidente as suas

diferencias nos valores finais de eclosdo de M. incognita (FIGURA 8).
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Figura8 - Eclosdo de juvenis de segundo estédio (J2) de Meloidogyne incognita acumulada,
ap0s exposicao dos ovos por 48 h aos compostos 13, 14 e 15. Médias seguidas da
mesma letra em barras referentes a0 mesmo periodo de tempo, € no mesmo
grafico, ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. Os
resultados dos dois experimentos (A e B) sd0 apresentados separamente porque
ndo foi possivel atender aos principios de normalidade e de homocedasticidade
para a andise estatistica dos dois experimentos em conjunto. As barras de erro
correspondem ao desvio padréo.
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Fonte: Do autor (2020).

Observa-se que a eclosdo dos J2 foi inibida apds exposicdo durante 48 h com as
substancias 13, 14 e 15, ja que os tratamentos com estas substéncias somente permitiram
eclodir ao redor de 500 J2. Diferente estatisticamente dos controles dgua e Tween 80 +
DM SO, os quais tiveram entre 2600 e 4000 juvenis eclodidos (FIGURAS 9 e 10) apés 12 dias
e nos dois experimentos. Da mesma maneira, o tratamento com a fluensulfona permitiu a
eclosdo de ao redor de 1000 J2, sendo diferente estatisticamente dos analogos do écido (E)-

cinamico. Trabalhos feitos por outros autores descrevem que o (E)-cinamato de etila e o (E)-
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p-metoxicinamato de etila conseguiram 100% de inibicdo da eclosdo de J2 de M. incognita na
concentragdo de 125 ug mL* (LEE et al., 2011).

O carbofurano inibiu fracamente a eclosdo dos nematoides, permitindo eclodir mais
de dois mil nematoides no final do teste. Isto ratifica a baixa eficiéncia deste nematicida sobre
ovos. A mesma tendéncia foi observada em outros trabalhos, onde o carbofurano atingiu a
inibicdo do 100% dos J2 de M. incognita somente na concentragdo de 1000 pg mL™ (LEE et
a., 2011).

A tendéncia de bioatividade para as substancias avaliadas continua destacando a
molécula 14 frente a 13 e 15, sendo coerente com os valores de CLsp para cada uma delas.
Porém, observou-se que na concentragdo de 200 pg mLt (~ 7 vezes sua CLso), a fluensulfona
nao foi o melhor tratamento, isto sugere que tanto as substancias 13, 14 e 15, como a
fluensulfona deveram apresentar concentragdes letais meias sobre ovos diferentes das obtidas
sobre J2. A capacidade dos ésteres do écido (E)-cinamico de inibir a eclosdo dos J2, € uma
caracteristica relevante, ja que o estédio de ovo nos nematoides é considerado o mais
resistente no seu ciclo de vida (WHARTON, 2002). Em decorréncia, as substancias 13, 14 e

15 poderiam ser Uteis no desenvolvimento de nematicidas com efeito ovicida.

34 Efeito de ésteres do acido (E)-cinAmico sobre M. incognita em tomateiros
inoculados com J2 do nematoide.

Dentre os ésteres do &cido (E)-cindmico testados, a substancia 14 foi a que causou
maior reducéo no numero de galhas (FIGURA 10). Todos os ésteres foram mais eficientes do
gue o (E)-cinamaldeido, que apresentou resultado estatisticamente igual ao observado para os
controles &gua e Tween 80®. Os melhores tratamentos foram os nematicidas carbofurano e

fluensulfona.
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Figura 9 - Efeito dos ésteres do acido (E)-cinamico (compostos 13, 14 e 15) sobre aformacéo
de galhas em mudas de tomateiro apds 20 dias de inoculagdo com juvenis do
segundo estadio de Meloidogyne incognita. Barras com a mesma letra, no gréfico,
nao diferem significativamente entre si pelo teste de Scott e Knott (P <0,05). As
barras de erro correspondem ao desvio padréo.
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Fonte: Do autor (2020).

Segundo os resultados, os ésteres do acido (E)-cindmico testados, tiveram melhor
eficiéncia sobre condicdes de casa de vegetacdo quando comparados com o aldeido, sugerindo
gue estas substancias ndo sdo facilmente afetadas pelos fatores ambientais, diferente do (E)-
cinamaldeido quem diminuiu sua persisténcia e consequentemente sua capacidade de inibir a
formagéo de galhas. A fluensulfona teve melhor efeito inibidor da formagdo de galhas quando
comparada com o carbofurano, isto é produto de sua alta atividade nematicida (CLso < 40 ug
mL-1), porém o carbofurano pode ser absorvido pelas raizes atingindo os nematoides dentro
da planta e com isto, inibindo aformagédo de galhas (STEFFEN et al., 2011).

Varios estudos sobre a atividade nematicida dos ésteres do acido (E)-cinamico,
ratificam a eficécia deles sobre estadios juvenis de diferentes nematoides (ASADI et al., 2015;
SULTANA et d., 2010).

3.5 Estudoin silico: busca conformacional paraas substancias 13, 14 e 15.
O processo de dinamica molecular, empregando a mecanica molecular, gerou sete

conformagOes diferentes para cada uma das substéncias 13, 14 e 15. Entretanto, apés

otimizacao de todas as conformagdes pelo emprego da mecéanica quantica, apenas quatro de
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tais conformacfes apresentavam energias correspondentes a populacbes acima de 1% de
acordo com adistribui¢éo de Boltzmann (TABELAS 2 e 3).

Tabela 2 - Vaores de energia das conformagdes obtidas para a substéncia 13 apds busca
conformacional por dindmica molecular (mecanica molecular empregando
MMFF94) e subsequente otimizacdo das melhores conformagfes usando a
mecani ca quantica (método semi-empirico com o Hamiltoniano PM7).
Apos otimizacdo

Apésdinamica molecular  com mecanica  DiStribuicao
Confor macdes quantica de
; : Boltzmann
Energia Energiatotal (%) *
(Kcal/mol) (eVv)

1 1,6740 -2405,88487 31
2 1,6740 -2405,88529 31
3 2,3516 -2405,87164 18
4 2,3516 -2405,87344 20
5 10,6441 -2405,69804 0
6 10,6797 -2405,68856 0
7 10,6797 -2405,69631 0

soma 100

* Calculada com base nas energias obtidas através da otimizagdo com mecanica quantica.
Fonte: Do autor (2020).

Tabela 3 - Vaores de energia das conformagdes obtidas para a substancia 14 apos busca
conformaciona por dindmica molecular (mecanica molecular empregando
MMFF94) e subsequente otimizacdo das melhores conformagbes usando a
mecani ca quantica (método semi-empirico com o Hamiltoniano PM?7).
Apos otimizacdo

Apésdinamica molecular  com mecanica  DiStribuicao
Conformagdes quantica de
. : Boltzmann
Energia Energiatotal (%) *
(Kcal/mol) (eVv)

1 3,2814 -2207,22312 31
2 3,2814 -2207,22312 29
3 3,9531 -2207,21312 21
4 3,9531 -2207,21312 19
5 12,2505 -2207,04851 0
6 12,2813 -2207,03831 0
7 12,2813 -2207,04110 0

soma 100

* Calculada com base nas energias obtidas através da otimizagdo com mecanica quantica.
Fonte: Do autor (2020).
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Tabela 4 - Vaores de energia das conformacgdes obtidas para a substéncia 15 apds busca
conformacional por dindmica molecular (mecanica molecular empregando
MMFF94) e subsequente otimizacdo das melhores conformagfes usando a
mecani ca quantica (método semi-empirico com o Hamiltoniano PM?7).

Aposotimizagdo com  Distribuigio

Apos dinamica molecular

; . mecanica quantica de
Conformagoes Energia Energia total Boltzmann

(K cal/mol) (eV) (%) *

1 4,5761 -2162,61308 30

2 4,5761 -2162,61114 28

3 5,2537 -2162,60414 21

4 5,2537 -2162,60301 20

5 13,5428 -2162,41512 0

6 13,5783 -2162,42697 0

7 13,5783 -2162,42439 0
soma 100

* Calculada com base nas energias obtidas através da otimizacdo com mecanica quantica.
Fonte: Do autor (2020).

De modo gera, as maiores diferencas entre as conformagdes, apds a otimizagdo
através da mecénica quantica, estéo relacionadas ao posicionamento do grupo metil (FIGURA
10). Isto sugere que, para reducéo da energia tota do sistema, existe uma tendéncia de
alinhamento de todos os orbitais m, de forma a maximizar as interagdes por ressonancia
(ALVES, 2012).

Figura 10 - Estruturas tridimensionais das conformagGes com maiores e menores valores de
energias para as substancias A. 13 (melhor conformacdo azul); B. 14 (melhor
conformacéo verde claro) e C. 15 (melhor conformagao verde escuro).

/_/*\;
:/-_\d

Fonte: Do autor (2020).
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3.6 Busca farmacoforica no banco de dados do Ligand Expo para a selecéo de
potenciais alvos enzimaticos.

Na busca farmacoforica para as melhores conformagtes das substancias 13, 14 e 15,
obtiveram-se, respectivamente, 24, 29 e 23 complexos de proteinas com ligantes que
apresentavam escores de Tanimoto iguais ou superiores a 0,625 (TABELAS5, 6 e 7). Além
disto, observou-se que varios complexos eram repetidos na busca farmacoforica feita para

cada uma das substancias e inter-substancias.
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Tabela 5 - Resultados busca farmacoférica no banco de dados do Ligand-Expo, para a
substancia 13.

Escorede Complexo: Proteina +

Tanimoto ligante

Proteina: organismo

NADPH dehydrogenase 1. Saccharomyces
0,866 dyil 4D3 1 A 404 E pastorianus

NADPH dehydrogenase 1. Saccharomyces
0,800 4ync 4EG 1 A 402 C pastorianus
0,705 3gml ZYC 1 A 245 B Cinnamoyl esterase: Lactobacillus johnsonii
0,705  3pfb_ ZYC 1 B 264 X Cinnamoyl esterase: Lactobacillus johnsonii

Serine/threonine-protein kinase pim-1: Homo

0,666 5nd4z 8BMK_1 A 401 C sapiens

0,666 2nn7_ M29 1 B 312 G Carbonic anhydrase 1. Homo sapiens

0,666 2nn7_M29 1 B 312 F Carbonic anhydrase 1: Homo sapiens

0,666 2nn7_M29 1 A 311 E Carbonic anhydrase 1: Homo sapiens

0,666 2nn7_M29 1 A 311 D Carbonic anhydrase 1: Homo sapiens

0,625 5/mx_DZ5 1 A 304 E Metadlo-beta-lactamase type 2: Bacillus cereus
0,625 3p9%k CIY 1 D 604 L Caffeic acid O-methyltransferase: Lolium perenne
0,625 3p9%k_CIY_1 C 603 J Caffeic acid O-methyltransferase: Lolium perenne
0,625 3p9%k _ClIY 1 B 602 H Caffeic acid O-methyltransferase: Lolium perenne
0,625 3p9%k_CIY_1 A 601 F Caffeic acid O-methyltransferase: Lolium perenne

0,625 6gxa TB8 1 D 504 BA Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 6gxa TB8 1 C 504 U Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 6gxa TB8 1 B 504 N Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 6gxa TB8 1 A 504 H Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 5/mx_DZ5 1 A 304 E Metadlo-beta-lactamase type 2: Bacillus cereus
Romodomain adjacente to zinc finger domain
0,625 4cug 5K3 1 A 2971 B protein 2B: Homo sapiens
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp_ GB5 1 B 600 G botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp_ GB5 1 B 600 _F botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp_ GB5 1 A 600 _G botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp GB5 1 A 600 E botulinum

Fonte: Do autor (2020).
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Tabela 6 - Resultados busca farmacoférica no banco de dados do Ligand-Expo, para a
substéncia 14.
Escorede Complexo: Proteina + . .
: . Proteina: organismo
Tanimoto ligante
NADPH dehydrogenase 1: Saccharomyces
0,800 4ync 4EG 1 A 402 C pastorianus
NADPH dehydrogenase 1: Saccharomyces
0,750 4yil 4D3 1 A 404 E pastorianus
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,733 2ilp GB5 1 B 600 G  botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,733 2ilp GB5 1 B 600 F  botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,733 2ilp GB5 1 A 600 G  botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,733 2ilp GB5 1 A 600 E  botulinum
0,705 3gml ZYC 1 A 245 B Cinnamoyl esterase: Lactobacillus johnsonii
0,705 3pfb ZYC 1 B 264 X Cinnamoyl esterase: Lactobacillus johnsonii
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,687 2ima GB4 1 B 600_F botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,687 2ima GB4 1 A 600 E botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,687 2ima GB4 1 A 600 D botulinum
Serine/threonine-protein kinase pim-1: Homo
0,666 5n4z 8MK_1 A 401 C sapiens
0,666 2nn7_M29 1 B 312 G Carbonic anhydrase 1. Homo sapiens
0,666 2nn7_ M29 1 B 312 F Carbonic anhydrase 1: Homo sapiens
0,666 2nn7_ M29 1 A 311 E Carbonic anhydrase 1. Homo sapiens
0,666 2nn7_ M29 1 A 311 D Carbonic anhydrase 1. Homo sapiens
0,625 5fnk 500 1 A 1267 G Carbonic anhydrase 2: Homo sapiens
0,625 5fls 6ZX 1 A 1263 D Carbonic anhydrase 2: Homo sapiens
0,625 5ehw 500 1 A 303 D Carbonic anhydrase 2: Homo sapiens
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp GB5 1 B 600 _F  botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp GB5 1 A 600 G  botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp GB5 1 A 600 E  botulinum
0,625 6gxa TB8 1 D 504 BA Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 6gxa TB8 1 C 504 U Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 6gxa TB8 1 B 504 N Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 6gxa TB8 1 A 504 H Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 5fnk 500 1 A 1267 G Carbonic anhydrase 2: Homo sapiens
0,625 5fls 6ZX 1 A 1263 D Carbonic anhydrase 2: Homo sapiens
0,625 5ehw 500 1 A 303 D Carbonic anhydrase 2: Homo sapiens

Fonte: Do autor (2020).
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Tabela 7 - Resultados busca farmacoférica no banco de dados do Ligand-Expo, para a
substancia 15.
Escorede Complexo: Proteina + . .
. . Proteina: organismo
Tanimoto ligante
NADPH dehydrogenase 1. Saccharomyces
0,800 4ync 4EG 1 A 402 _C pastorianus
NADPH dehydrogenase 1. Saccharomyces
0,750 dyil 4D3 1 A 404 E pastorianus
0,706 3gml ZYC 1 A 245 B Cinnamoy! esterase: Lactobacillus johnsonii
0,705  3pfb ZYC 1 B 264 X Cinnamoy! esterase: Lactobacillus johnsonii
Serine/threonine-protein kinase pim-1: Homo
0,666 5nd4z 8BMK_1 A 401 C sapiens
Acetylcholine-binding protein, neuronal
acetylcholine receptor subunit alpha-7: Homo
0,666 bHafj 42R 1 E 1205 FA sapiens, Lymnaea stagnalis
Acetylcholine-binding protein, neuronal
acetylcholine receptor subunit apha-7: Homo
0,666 5aff 42R 1 D 1205 Z sapiens, Lymnaea stagnalis
Acetylcholine-binding protein, neuronal
acetylcholine receptor subunit alpha-7: Homo
0,666 5aff 42R 1 C 1205 R sapiens, Lymnaea stagnalis
Acetylcholine-binding protein, neuronal
acetylcholine receptor subunit alpha-7: Homo
0,666 5aff 42R 1 A 1205 H sapiens, Lymnaea stagnalis
0,666 2nn7_ M29 1 B 312 G Carbonic anhydrase 1: Homo sapiens
0,666 2nn7_M29 1 B 312 F Carbonic anhydrase 1: Homo sapiens
0,666 2nn7_M29 1 A 311 E Carbonic anhydrase 1: Homo sapiens
0,666 2nn7 M29 1 A 311 D Carbonic anhydrase 1: Homo sapiens
0,625 6gxa TB8 1 D 504 BA Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 6gxa TB8 1 C 504 U Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 6gxa TB8 1 B 504 N Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
0,625 6gxa TB8 1 A 504 H Histone deacetylase: Schistosoma mansoni
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp_ GB5 1 B 600 G botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp_ GB5 1 B 600_F botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp GB5 1 A 600 G botulinum
Botulinum neurotoxin A light-chain: Clostridium
0,625 2ilp GB5 1 A 600 _E botulinum
Lisine-specifi histone demethylase 1: Homo
0,625 2xag TCF 1 A 901 D sapiens
Lisine-specifi histone demethylase 1: Homo
0,625 2xaf TCF 1 A 901 D sapiens

Fonte: Do autor (2020).
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Dos 76 complexos selecionados na busca farmacoférica (TABELAS 5 e 7), em apenas
18 deles o ligante identificado na referida busca se encontrava em cavidade na proteina e
possuia algum efeito inibidor da agdo da proteina (TABELA 8). Consequentemente, estes 18
complexos foram selecionados para a etapa seguinte do traba ho, pois se as substancias 13, 14
e 15 sdo estruturalmente semelhantes aos inibidores das proteinas nestes 18 complexos, é
provavel que as substancias 13, 14 e 15 também tenham algum efeito inibidor de tais
proteinas
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Tabela 8 - Proteinas selecionadas na busca farmacoforica com as conformacgbes das

substancias 13, 14 e 15, cujos ligantes estavam em cavidades da proteina e
inibiam a acdo da mesma.

Cdbdigo* Referéncias Proteina: organismo
JILP (SILVAGGI; BOLDT; HIXON; Botulinum neurotoxin A light-chain:

KENNEDY et al., 2007) Clostridium botulinum
SIMA (SILVAGGI; BOLDT; HIXON; Botulinum neurotoxin A light-chain:

KENNEDY et al., 2007) Clostridium botulinum

BINDA; VALENTE; I e )
OXAFE (ROMANENGHI' PILOTTO et al Lisine-specific histone demethylase 1:
’ N Homo sapiens

2010)

(BINDA; VALENTE; . L _
9XAG ROMANENGHI: PILOTTOetal,  L-iSnespecific histone demethylase 1.

Homo sapiens

2010)

(SRIVASTAVA; JUDE; . ) .
2NN7 BANERJEE; HAL DAR et al., 2007) carbonic anhydrase 1: Homo sapiens
3p9K (LOUIE; BOWMAN; TU; caffeic acid O-methyltransferase: Lolium

MOURADOQV et al., 2010) perenne
3p9K (LOUIE; BOWMAN; TU; cinnamoy! esterase: Lactobacillus

MOURADOQV et al., 2010) johnsonii
30M1 (LAI; STOGIOS; VU; XU et al., cinnamoy! esterase: Lactobacillus

2011) johnsonii

. . romodomain adjacent to zinc finger
4CUQ Trabalho ainda por publicar domain protein 2B: Homo sapiens
AYIL (BRENNA; CROTTI; GATTI; NADPH dehydrogenase 1.

MONTI et al., 2015) Saccharomyces pastorianus
AYNC (BRENNA; CROTTI; GATTI; NADPH dehydrogenase 1.

MONTI et al., 2015) Saccharomyces pastorianus

(SPURNY; DEBAVEYE; Acetylcholine-binding protein, neuronal
5AF) FARINHA; VEYSet al., 2015) acetylcholine receptor subunit alpha-7:

Homo sapiens, Lymnaea stagnalis

(WOODS; DOLEZAL; REN; : _ .
5EHW RYAN e al., 2016) Carbonic anhydrase 2: Homo sapiens

(WOODS; DOLEZAL; REN; . _ .
5FLS RYAN et al., 2016) carbonic anhydrase 2: Homo sapiens

(WOODS; DOLEZAL; REN; . _ .
5FNK RYAN et al., 2016) carbonic anhydrase 2: Homo sapiens

(ZHANG; MARKOULIDES; _ _ .
5JMX  STEPANOVS: RYDZIK et al.. Metall o-beta-lactamase type 2: Bacillus

cereus

2018)
5N4z Trabaho ainda por publicar Seri ne/threom ne-protein Kinase pim-1.

omo sapiens
6GXA (BAYER; CHAKRABARTI; Histone deacetylase: Schistosoma
LANCELOT; SHAIK et al., 2018) mansoni

* De acordo com 0 RCSB Protein Data Bank (Disponivel em: <https://www.rcsb.org>

Fonte: Berman et a. (2000.
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Como nenhuma das proteinas selecionadas (TABELA 8) era produzida por
nematoides, as suas sequéncias de aminoacidos foram utilizadas para buscas por sequéncias
de aminoéacidos similares nos genomas de nematoides em geral. Apenas quatro apresentaram
resultados com escores acima de 200 (TABELA 9). Entretanto, para nenhuma delas foi
encontrado qualquer resultado com escore acima de 200 para um nematoide parasita de
plantas. Isto sugeriu que tais proteinas ndo sdo produzidas por nematoides fitoparasitas, 0 que
significa dizer que ndo devem ser os avos das substancias 13, 14 e 15 em M. incognita.
Conseguentemente, foi necessario utilizar outra abordagem como, por exemplo, a utilizacéo
do banco de dados do BRENDA (JESKE et al., 2018).

Tabela 9 - Resultados da busca por sequéncias de aminoacidos similares as das proteinas
selecionadas (Tabela 2.8), com escores acima de 200, que foi feita pelo emprego
dos programas computacionais Blastp 2.10.0+ e Thlastn 2.10.0, no banco de
genomas de Nematode (Tax id 6231) do National Center for Biotechnology
Information — NCBI.

Cédig,o dfl Referéncias NUumero desgquéncias com
proteina escor es acima de 200
(BINDA; VALENTE;
2XAG ROMANENGHI; PILOTTO et al., 73
2010)
(BINDA; VALENTE;
2XAF ROMANENGHI; PILOTTO et al., 69
2010)
SN4Z https.//www.rcsb.org/structure/5n4z 116
6GXA (BAYER; CHAKRABARTI; 100

LANCELOT; SHAIK et al., 2018)
* De acordo com 0 RCSB Protein Data Bank (Disponivel em: <https.//www.rcsb.org>)
Fonte: Bermam et al. (2000).

3.7 Busca de atividades biologicas para as substancias 13, 14 e 15 e seus analogos no
BRENDA.

Encontraram-se sete enzimas gue eram inibidas por analogos das substancias 13, 14 e
15. Logo, era razoave esperar que estas substancias também fossem capazes de inibir tais
enzimas. Para cada uma destas enzimas, encontraram-se varias estruturas tridimensionais no
RCSB Protein Data Bank, porém nenhuma delas era produzida por nematoides (TABELA
10). Logo, buscou-se averiguar se tais enzimas também poderiam ser produzidas por

nematoides.
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Tabela 10 - Enzimas escol hidas ap06s busca no site especializado BRENDA, que eram inibidas
por anaogos das substancias 13, 14 e 15. O nimero de estruturas tridimensionais
identificadas no RCSB Protein Data Bank, bem como o organismo de origem de
cada uma delas, também sdo apresentados.

Enzima

Organismo

Numero de estruturas
tridimensionais no
RCSB PDB

B-hidroxiesteroide desidrogenase = Homo sapiens

68

Histidina decarboxilase

Homo sapiens

185

Lacasse

Perenniporia tephropora
Melanocar pus albomyces
Aspergillus niger
Coprinopsis cinerea
Coriolopsistrogii
Seccherinum ochraceum
Trametes hirsuta
Cerrena

Trametes sanguinea
Trametes versicolor

NN WS BBDNMNDNWOO

Carboxipeptidase A

Bos taurus

w
(o]

Fenildlaninaamonialiase

Rhodotorula glutinis

Poligalacturase

Aspergillus niger

Polifenol oxidase

Coffea arabica
Coreopsis grandiflora
Malus domestica
Solanum lycopersicum
Vitisvinifera
Juglansregia

P P N W N O N W

Fonte: Do autor (2020).

Nenhuma destas enzimas (TABELA 10) tinha sequéncia de aminoécidos com escore

acima de 200 em relacdo as sequéncias de aminoécidos identificadas nos genomas de

nematoides (TABELA 11), sugerindo que tais enzimas ndo séo produzidas por nematoides e,

consequentemente, ndo podem ser os alvos das substancias 13, 14 e 15 em M. incognita. Em

decorréncia, foi necessario adotar mais outra abordagem para selecionar potenciais alvos

protei cos das substancias 13, 14 e 15 em nematoides.
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Tabela 11 - Resultados da busca por sequéncias de aminoécidos similares as das proteinas
selecionadas (Tabela 2.10), com escores acima de 200, que foi feita pelo
emprego dos programas computacionais Blastp 2.10.0+ e Thlastn 2.10.0, no
banco de genomas de Nematode (Ta xid 6231) do National Center for
Biotechnology Information — NCBI.

NUumer o de sequéncias com

Proteina escor es acima de 200

B-hidroxiesteroide desidrogenase
Histidina decarboxilase
Lacasse
Caboxipeptidase A
Fenilalanina amonialiase
Poligalacturase
Polifenol oxidase
Fonte: Do autor (2020).

[oNeoNeololNoNoNe)

3.8  Busca farmacoforica no banco de dados do ChEMBL para a selecdo de potenciais
alvos enzimaticos

A busca farmacoférica na base de dados do ChEMBL, com as substancias 13, 14 e 15,
permitiu selecionar varias substéncias com valores atos de escore de Tanimoto (= 0,84).
Porém, poucas destas substancias selecionadas tinham atividades evidentes sobre enzimas
(TABELAS 12,13 e 14).
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Tabela 12 - Substancias sel ecionadas na busca farmacoforica com a substancia 13, na base de
dados ChEMBL do PUBCHEM, com escores de Tanimoto > 0,84, que inibem
alguma enzima.

Cadigo A .
Escqrede PUBCHE Proteina Substancia selecionada na
Tanimoto M busca
1,000 958751 Glyoxalase | (humano) (E) '4'““%;?;23'“310 de
0861 16452216 Calpain 1 (porco) Acido (E)-3-(4-fluorofenil)-
2-sulfonilprop-2-en-6ico
0,861 7649 L uciferase (Photinus pyralis) (B)-3-fenil p(re(t)igli);IZ-enoato de
Quinone oxidoreductase (E)-3-(2-hidroxifenil)-prop-
0,861 5370693 (Mus musculus) 2-enoato de metila
Carbonic anhydrase 12, 7, 2,  (E)-4-hidroxicinamato de
0,861 5319562 1, 14, 9 (humano) metila

Histone deacetilase (humano),
tankyrase (humano), écido
hidroxicarboxilico receptor 2
(humano) e Tirosina-proteina
kinase SYK (Rattus
nor vegicus).

Fonte: Do autor (2020).

0,843 444539 Acido-(E)-cinamico

Tabela 13 - Substancias selecionadas na busca farmacoférica com a substancia 14, na base de
dados ChEMBL do PUBCHEM, com escores de Tanimoto > 0,84, que inibem
alguma enzima.

Escorede  Cddigo
Tanimoto PUBCHEM
0,920 637797 0-glucosidase (human) Acido (E)-4-clorocinamico
Fonte: Do autor (2020).

Proteina Ligante
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Tabela 14 - Substancias selecionadas na busca farmacofdrica com a substancia 15, na base de
dados ChEMBL do PUBCHEM, com escores de Tanimoto > 0,84, que inibem
alguma enzima.

Escorede  Cddigo
Tanimoto PUBCHEM

Proteina Ligante

Acido (2)-3-(4-Bromofenil)-2-

0,857 16633992 Calpain 1 (suino) . ”
sulfonilprop-2-endico
0,857 7649 L uciferase-Photinus pyralis (E)-3-fenil p;)irl)f-enoato de
0,857 5370603  Quinoneoxi doreductase - Mus  (E)-3-(2-hidroxifenil)prop-2-
musculus enoato de metila

Carbonic anhydrase 12, 7, 2,
1, 14, 9 (humano)
Histone deacetilase (humano),
tankyrase (humano), écido
hidroxicarboxilico receptor 2
(humano) e Tirosina-proteina
kinase SYK (Rattus
nor vegicus).

0,857 5319562 (E)-4-hidroxicinamato de metila

0,846 444539 Acido-(E)-cindmico

Encontraram-se 50 estruturas tridimensionais (FIGURA 11) no RCSB Protein Data
Bank, para as proteinas selecionadas (TABELAS 12 e 14). Em principio, elas devem ser
inibidas pelas substancias selecionadas na busca farmacoférica, bem como pelas substancias

13, 14 e 15, que sdo estruturalmente similares a tai s substancias sel ecionadas.

Figura 11 - NUmero de estruturas tridimensionais para as proteinas escolhidas (TABELAS 12
e 14), de acordo com busca feita no site do RCSB Protein Data Bank.
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Fonte: Do autor (2020).
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Quando as sequéncias de aminoacidos das proteinas selecionadas (TABELAS 12 e 14
e FIGURA 12) foram empregadas para buscas por sequéncias similares no genoma de
nematoides em geral, observaram-se 19 proteinas escores acima de 200 (TABELA 15), o que
sugeria que os nematoides podiam produzir tais proteinas. Logo, elas poderiam ser alvos das
substéncias 13, 14 e 15 em M. incognita.

Tabela 15 - Resultados da busca por sequéncias de aminoécidos similares as das proteinas
selecionadas, com escores acima de 200, que foi feita pelo emprego dos
programas computacionais Blastp 2.10.0+ e Thlastn 2.10.0, no banco de
genomas de nematoides (Taxid 6231) do National Center for Biotechnology
Information — NCBI. (continua)

Caodigo NUmero de sequéncias
da Referéncia com escores acima de
proteina* 200
1QIN (CAMERON; RIDDERSTROM:; OLIN; 12
KAVARANA et al., 1999)
(ADAMS; RIZKALLAH; MILLER,;
4PHN ROBINSON et al., 2014) 343
(FRANKS; JENKINS; CONTI; LIEB et
1BA3 al., 1999) 527
(AULD; LOVELL; THORNE; LEA et
3IES al.. 2010) 533
1CA2 (ERIKSSON; JONES; LILJAS, 1988) 374
(CIANI; CECCHI; TEMPERINI;
SEFT SUPURAN et al., 2009) 365
(MARESCA; TEMPERINI; POCHET;
SBNL MASEREEL et al., 2015) 374
(MARESCA; TEMPERINI; VU; PHAM
3F8E et al.. 2000) 365
1764 (SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL et al., 605
2004)
(KIRBY; CHEUNG; FAZAL; SHULTZ
3UH4 et al., 2012) 30
(KARLBERG; MARKOVA;
3KR8 JOHANSSON; HAMMARSTROM et al., 35
2010)
(WAHLBERG; KARLBERG,;
3MHJ KOUZNETSOVA; MARKOVA et al., 32
2012)

Fonte: Do autor (2020).
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Tabela 16 - Resultados da busca por sequéncias de aminoécidos similares as das proteinas
selecionadas, com escores acima de 200, que foi feita pelo emprego dos
programas computacionais Blastp 2.10.0+ e Thlastn 2.10.0+, no banco de
genomas de Nematoide (Taxid 6231) do National Center for Biotechnology
Information — NCBI. (concluséo)

Resultados Blastp 2.10.0+ e
Thlastn 2.10.0+
M eloidogynidae
Nematode (taxid:315429) e
(Taxid:6231) Heteroderidae

Proteina Referéncia

(taxid:6301)
(WAHLBERG; KARLBERG;
KOUZNETSOVA; MARKOVA et 30 0
3MHK al., 2012)
(WAHLBERG; KARLBERG;
KOUZNETSOVA; MARKOVA et 31 0
3PON al., 2012)
(WAHLBERG; KARLBERG;
KOUZNETSOVA; MARKOVA et 33 0
3POP al., 2012)
(NARWAL,; VEI_\_IKANNAGARI; 33 0
3U9H LEHTIO, 2012)
(HIRSCHHORN; HUIE; 598 0
Q8TET4 KASPER, 2002)
(NICHOLS; ELDERING,; 665 0
043451  AVERY; HAHN et al., 1998)
(HOEFSLOOQT;
HOOGEVEEN-WESTERVELD; 631 0

KROOS; VAN BEEUMEN et al.,
P10253 1988)
* De acordo com 0 RCSB Protein Data Bank (Disponivel em: <https://www.rcsb.org>).
Berman et al. (2000).

Dentre as enzimas selecionadas (TABELAS 15 e 16), a Unica com escores, coberturas
e identidades acima de 200, 60 % e 28 %, respectivamente, para Caenorhabditis elegans e
para um nematoide fitoparasita, foi a enzima 1T64, que se trata de uma histona deacetilase
(SOMOZA et d., 2004)) (TABELA 17). Tais resultados sugeriam que esta proteina era
aguela com maior probabilidade de ser o alvo das substancias 13, 14 e 15 em M. incognita.



Tabela 17 - Proteinas com escores, coberturas e identidades acima de 200, 60 % e 28 %, respectivamente, para Caenorhabditis elegans ou para
um nematoide fitoparasita. (continua)

Cddigo :
da Referéncias Nomedaproteina  Escore Cob(()artura Ideng|dade Organismo
proteina (%) (%)
(ADAMS; RIZKALLAH; MILLER; Calpain small subunit
4PHN ROBINSON et al., 2014) 1 205 99 28 C. elegans
(FRANKS; JENKINS; CONTI; .
1BA3 LIEB et al., 1998) Luciferase 469 95 34 C. elegans
(AULD; LOVELL; THORNE; LEA Luciferin 4-
3IES et al., 2010) MonooXygenase 277 80 38 C. elegans
1caz  (FRIKSSONSERESHIEAS - carponic anhydrase2 201 97 34 C.eegans
(CIANI; CECCHI; TEMPERINI; .
3EFT SUPURAN e al.. 2009) Carbonic anhydrase2 293 98 34 C. elegans
(MARESCA; TEMPERINI; .
5BNL POCHET: MASEREEL e al., 2015) Carbonic anhydrase2 291 98 34 C. elegans
(MARESCA; TEMPERINI; VU; .
3F8E PHAM et al.. 2009) Carbonic anhydrase2 293 98 34 C. elegans
(SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL . B.
1T64 et al., 2004) Histone deacetylase 8 298 90 41 xylophilus
1T6a  (SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL _
et al., 2004) Histone deacetylase 421 96 41 C. elegans
1Tea  (SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL _
et al., 2004) CBN-HDA-3 protein 421 98 40 C. elegans
1Tea  (SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL _
et al., 2004) Protein CBR-HDA-3 416 95 41 C. elegans

Ll



Tabela 17 - Proteinas com escores, coberturas e identidades acima de 200, 60 % e 28 %, respectivamente, para Caenorhabditis elegans ou para
um nematoide fitoparasita. (concluséo).

(SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL

1Te4 et al., 2004) CBRHDA-1protein 412 96 40  C.eegans
1764  (SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL _
et al., 2004) Histone deacetylase1 411 96 40 C. elegans
1T64 (SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL Putative histone
etal., 2004) deacetylase 2 379 92 37 C. elegans
=TT et al., 2004) Histone deacelylase 6 639 96 23 C. eegans
1764  (SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL _
et al., 2004) Histone deacetylase4 324 85 23 C. elegans
1Tea  (SOMOZA; SKENE, KATZ; MOL Histone deacetylase
etal., 2004) (hda-3) 306 90 42 C. elegans
oaaas1 M e eeey  Malteseglucoamylase 550 85 39 C.elegans
(HOEFSLOOT; . A doh
HOOGEVEEN-WESTERVELD; ysosomal alpha
P10253 | 25os VAN §8§)EUMEN aal. alUicosidose 723 67 61  C.elegans
1

Fonte: Do autor (2020).

8.
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A histona deacetilase pertence a um grupo de enzimas que atuam removendo grupos
acetil introduzidos pela histona acetiltransferase, 0os quais geram a condensacdo da cromatina
no nucleo celular, desta maneira evitam a transcricdo génica, € dizer regulam a expresséo de
genes (epigenética) nos organismos (MONTEIRO-ALFREDO, 2016; PAVAN, 2018). As
histonas deacetilase estdo geralmente no nlcleo celular (a excecdo da histona deacetilase 6,
10, 4, 5, 7, 8 e 9) e presentam entre 300 e 1200 residuos de aminoacidos) (ASFAHA et al.,
2019). Em total sdo 18 histonas deacetilase que sdo divididas em quatro classes (1-1V) de
acordo com suas sequencias e atividade catalitica. As classes | (histonas deacetilases 1, 2, 3 e
8), lla (histona deacetilase 4, 5, 7 e 9), Ilb (histona deacetilase 6 e 10) e 1V (histona
deacetilase 11) sdo hidrolases dependentes de zinco, enquanto a classe |11 (contém 7 histonas
deacetilase) agrupa hidrolases dependentes de NAD (LOPEZ; SULLIVAN; FIERKE, 2016).
De maneira interessante, a natureza encargou-se de fornecer varios inibidores da histidina
deacetilase, entre eles encontrasse 0 depsipeptideo Romidepsina (Istodax®). A Trichostatina
A, foi o primeiro hidroxamato inibidor da histona deacetilase das classes | e Il de ocorréncia
natural (actinomiceto), que serviu para o desenvolvimento do Vorinostat®, medicamento para
o tratamento linfomas em células cutaneas. A partir disto, um grande nimero de compostos
alimentares foram identificados como inibidores da histona deacetilase (SEIDEL et a., 2012).
A classe | contém a histona deacetilase 8 a qual € modulada quando interage com a cromatina
(complexo de DNA e proteinad) Sin3, NuRDs e Co-REST (ZHANG et al., 1999).

Variedade de moduladores de histonas deacetilase de diferentes classes quimicaforam
reportados em trabalhos previos, entre eles encontramos. 0s peptideos ciclicos,
depsipeptideos, flavonoides, hidroxamatos (Amamistatina e Trichostatina A), isotiocianatos
organosulfurados (alil mercaptano), acidos graxos de cadeia corta e outros como a cafeinae a
nicotinamida (SEIDEL ; SCHNEKENBURGER; DICATO; DIEDERICH, 2012).

Varios organismos presentam diferentes tipos de histonas deacetilase, por exemplo: A
levedura Saccharomyces cerevisiae (Meyen) E.C. Hansen, contém 10 (trés classe |, dois
classe Il, cinco classe I11), 0 homem contém 18 (quatro classe |, seis classe |1, sete classe |11 e
uma classe 1V) e o nematoide C. elegans contém 12 (trés classe |, quatro classe I, quatro
classe Il e uma classe IV) (GREGORETTI; LEE; GOODSON, 2004; MARKS; MILLER;
RICHON, 2003). Estudos demostraram que individuos de C. elegans mutantes sem a enzima
histona deacetilase mostraram desenvolvimento vulvar e gonadal defeituoso, levando a
esterilidade, diminuindo suafertilidade (ZINOVYEVA et al., 2006) ou diminui¢cdo na geragao
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de ovos (SMIALOWSKA; BAUMEISTER, 2006). Particularmente, as histonas deacetilase de
classe | estéo presentes em células tanto sométicas como germinativas, sendo expressas
durante o desenvolvimento embrionario e pés embrionario; a auséncia desta enzima gera
morte embrionaria (DUFOURCQ et a., 2002; SHI; MELLO, 1998).

No caso dos nematoides recentemente foi demostrado que o fitonematoide heterodera
schachtii A.Schmidt injeta um efetor dentro das células daraiz que inibe a histona deacetilase
da planta Arabidopsis thaliana, gjudando com isto na formagéo do sitio de alimentacéo
(VIJAYAPALANI et a., 2018). Atuamente ndo existem trabalhos reportados em base de
dados com informacdes de inibidores da histona deacetilase utilizados no desenvolvimento de
nematicidas.

Com base nos resultados do alinhamento foram tidos em conta os parametros de
escore, cobertura e identidade, os quais compara de maneira quantitativa a semelhanca entre a
sequéncia escolhida e outras sequencias armazenada em base de dados. Para tanto,
evidenciou-se que a proteina 1T64 apresentou a melhor combinacdo de pardmetros para os
nematoides B. xylophilus e C. elegans. A partir destas interpretagdes, sugeriu-se que a enzima
histona deacetilase é produzida pelo nematoide modelo C. elegans e o fitonematoide B.
xylophilus. Trabalhos feitos com diferentes substancias nematicidas evidenciam a semelhanca
entre ditas espécies através da suas eficiéncias de controle, sugerindo que tanto C. elegans
como B. xylophilus compartilham os mesmos avos enzimaticos para as substancias testadas
(CHENG et d., 2017, JANG et a., 2019; LIU et a. 2016; PAN et a. 2016;
RAJASEKHARAN et a., 2019).

3.9  Sdecdo deestruturastridimensionaisda histona deacetilase (HDAC)

Foram encontradas 137 estruturas tridimensionais de histona deacetilases cujas
sequéncias de aminoacidos apresentavam semelhaca > 95% em relacdo a 1764 (SOMOZA et
al., 2004), segundo o RCSB Protein Data Bank. Restaram apenas 13 estruturas
tridimensionais (TABELA 18) apds eliminar aguelas com: similaridade inferior a 60 % em
relagdo & 1T64 de acordo com célculo realizado pelo Ugene 1.16.2; sem Zn?* no sitio ativo;
com mutacdes fora das extremidades das cadeias; e com nimero de residuos muito diferentes

daquele observado paraa 1T64.
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Tabela 18 - Histonas deacetilase semelhantes a 1T64 escolhidas para alinhamento e
ancoramento com as substéncias 13, 14, 15 e inibidores testados
experimentalmente.

Cadigos

A NuUmero de Unidade
das Referéncias . o
proteinas* residuos biologica
(SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL et
1764 al., 2004) 377 monomeérica
(SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL et
1T67 al., 2004) 377 monomeérica
(VANNINI; VOLPARI; FILOCAMO;
w22 CASAVOLA et al., 2004) 377 monomeérica

(NIELSEN; HILDMANN;
DICKMANNS; SCHWIENHORST et
1770 al., 2005) 369 monomérica
(NIELSEN; HILDMANN;
DICKMANNS; SCHWIENHORST et
1771 al., 2005) 369 monomeérica
(NIELSEN; HILDMANN;
DICKMANNS; SCHWIENHORST et

1773 al., 2005) 369 monomérica
(NIELSEN; HILDMANN; RIESTER,;
2GH6 WEGENER et al., 2007) 369 monomeérica
(BOTTOMLEY; SURDO; DI
2VQJ GIOVINE; CIRILLO et al., 2008) 413 monomeérica
(SCHUETZ; MIN; ALLALI-
3CoY HASSANI; SCHAPIRA et al., 2008) 423 monomeérica
(SCHUETZ; MIN; ALLALI-
3C0Z HASSANI; SCHAPIRA et al., 2008) 423 monomeérica
(SCHUETZ; MIN; ALLALI-
3C10 HASSANI; SCHAPIRA et al., 2008) 423 monomeérica
(DOWLING; GANTT; GATTIS;
3F07 FIERKE et al., 2008) 388 monomeérica
(WATSON; FAIRALL; SANTQOS,
4A69 SCHWABE, 2012) 376 dimérica

* De acordo com 0 RCSB Protein Data Bank (Disponivel em: <https.//www.rcsb.org>).
Berman et al. (2000).

Apobs diminar as estruturas tridimensionais das proteinas 1270, 1771, 1ZZ3 e

2GH6, que possuiam RMSD acima de 14 A em relagiio & 1764, todas as restantes
apresentaram valores de RMSD abaixo de 4 A (FIGURA 12). Logo, todas as histonas
deacetilases a serem utilizadas eram similares a 1T64 que, como ja demonstrado, era similar
as enzimas produzidas por C. elegans e B. xylophilus.
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Figura 12 - Estruturas de histonas deacetilases alinhadas a estrutura da 1T64 com valores de
RMSD abaixo de4 A.

Fonte: Do autor (2020).

3.10 Identificacdo do sitio deligacdo das substancias 13, 14 e 15 na histona deacetilase

No ancoramento as cegas as substancias 13, 14 e 15 se ligaram preferencialmente a
mesma cavidade nas histonas deacetilases, com afinidades aproximadamente iguais a 6,6
kcal/mol. Ta cavidade correspondia ao sitio ativo das enzimas, na qual se observava a
presenca do ion Zn?*. Além disto, tal cavidade é exatamente a mesma na qual vérios
inibidores desta enzima se encontram ligados em estruturas tridimensionas
experimental mente obtidos disponiveis no RCSB Protein Data Bank (FIGURA 13).
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Figura 13 - Histona deacetilase 1T64 (SOMOZA; SKENE; KATZ; MOL et a., 2004)
contendo o inibidor TSN (amarelo) no seu sitio ativo, conforme dados
experimentais disponiveis no RCSB Protein Data Bank, e as substancias 13, 14
e 15 (verde) ancoradas as cegas no mesmo sitio da enzima, através do uso do
programa computacional QuickVinaW (HASSAN; ALHOSSARY; MU;
KWOH, 2017; TROTT; OLSON, 2010). O ion Zn?* é mostrado como uma

Fonte: Do autor (2020).

A histona deacetilase, escolhida como avo das substéncias 13, 14 e 15, € uma
enzima gque apresenta um sitio ativo Unico, estabilizado por um &omo de zinco, o qual gera as
condic¢des apropriadas para o0 desenvolvimento das funcdes cataliticas da enzima. Além disto,
ndo se encontrou informagdes em bases de dados que evidenciem que dita enzima possa
sofrer inibicbes aostéricas por alguma outra molécula. Logo, o sitio de ligagdo das
substéncias 13, 14 e 15, proposto com base nos calculos computacionais, estad em sintonia
com os dados descritos na literatura para tal enzima. (HODAWADEKAR; MARMORSTEIN,
2007).

3.10 Ancoramentos (docking) nos sitios da histona deacetilase.

As substancias que mais fortemente se ligam as histonas deacetilases sdo 0s inibidores
AGE e NHB, com afinidades de -7,85+0,6 e -7,67+0,7 Kcal/mol, respectivamente. Embora os
valores de afinidades calculadas para as substancias 13, 14 e 15, sgjam maiores, S80
estatisticamente iguais as calculadas para os inibidores B3N, CF3, TFG e TSN. Além disto,
s80 menores do que as calculadas para o inibidor 3YP (FIGURA 14).



Figura 14 - Valores de afinidades (Kcal/mol) das substancias 13, 14 e 15, bem como dos

Afmdade (Keal'mol)

inibidores da histona deacetilase: 7-(4-(dimetilamino)-fenil)-N-hidroxi-4,6-
dimetil-7-oxo-2,4-heptadienamida (TSN), 4-(dimetilamino)-N-(7-
(hidroxiamino)-7-oxo-heptil)-benzamida (B3N), N-hidroxi-4-(metil-(5-(piridin-
2-il)-tien-2-il)-sulfoni)-amino-benzamida (NHB), 3-ciclopentil-N-
hidroxipropanamida (3YP), 9,9,9-trifluoro-8-oxo-N-fenilnonamida (CF3), N-
fenil-N'-hidroxioctanodiamida (SHH), (E)-3-(4-(benzilcarbonil)-1-metil-1H-
pirrol-2-il)-N-hidroxipropenamida (AGE), (E)-cinamato (ACINA). As
afinidades das substéncias pelo sitio ativo das histonas deacetilases foram
calculadas pelo programa computacional QuickVina 2.1 (HANDOKO;
OUYANG; SU; KWOH et al., 2012; TROTT; OLSON, 2010). Barras com a
mesma letra, no gréfico, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Scott e Knott (P <0,05). As barras de erro correspondem ao desvio padréo.

Substancias ancoradas nas histonas deacetlases

AGE NHB ACINA 13 i5 BiN CF3 TFG
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Fonte: Do autor (2020).

As afinidades para as substancias 13, 14 e 15 estiveram na média quando comparadas

com os melhores e piores inibidores (FIGURA 15). Como os inibidores utilizados no presente

estudo apresentam valores de 1Csp sobre a histona deacetilase entre 317 nmol/L e 3 pmol/L
(BOTTOMLEY; SURDO; DI GIOVINE; CIRILLO et al., 2008; DOWLING et a., 2008;
NIELSEN et a., 2005; VANNINI et a., 2004), € de se esperar que os ésteres do acido (E)-

cindmico selecionados (13, 14 e 15) apresentem vaores de ICsp entre estes dois limites

descritos acima parainibidores da enzima.

Vae mencionar que houve boa sobreposicdo entre as estruturas dos inibidores

experimentalmente complexados as enzimas e aguelas ancoradas pelo programa

computacional QuickVina 2.1 nas mesmas enzimas. Para exemplificar é possivel citar o
inibidor AGE, que estava experimentalmente complexado a enzima 3F07 (DOWLING et d.,

2008) (FIGURA 16). Da mesma maneira, observou-se que outros inibidores como o NHB,
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CF3, 3YP e TFG, foram ancorados na mesma posicéo que os ligantes experimentalmente
testados. Logo, o0 método de ancoramento é confiavel, pois tem a capacidade de reproduzir os
dados obtidos experimental mente.

Figura 15 - Estruturas do inibidor AGE experimentalmente complexado (amarelo) a enzima
3F07 (DOWLING; GANTT; GATTIS; FIERKE et d., 2008) e ancorado (azul)
pelo programa computacional ha mesma enzima.

Fonte: Do autor (2020).

Figura 16 - Interagfes do inibidor NHB com o sitio ativo da histona deacetilase 1w22 de
acordo com ancoramento feito pelo programa computacional QuickVina2.1
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Fonte: Do autor (2020).
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O inibidor NHB faz quatro ligagdes de hidrogénio através do grupo hidroxi e do
nitrogénio do grupo amido (FIGURA 17). Os residuos de aminoé&cidos ionizados do aspartato
(183, 178, 267) e histidina (142, 180), sdo os responsaveis por fazer ditas ligagbes com NHB.
Além disto, o inibidor também se encontra interagindo com o ion Zn?*, que é estabilizado
através de ligagbes com os residuos de aspartato (267, 178) e histidina (180). O resto da
estrutura do inibidor faz interagBes apolares com os residuos de fenilalanina (152, 208),
glicina (151), aspartato (101), metionina (274), tirosina (306) e lisina (33). Outro fato
importante € que as ligagdes de hidrogénio e as interagbes com o ion Zn?* sio feitas entre
aomos com menos de 3,3 A de distdncia, 0 que torna tais interacdes bastante eficientes
(OLIVEIRA; ARAUJO, 2012).

Figura 17 - InteracOes da substancia 13 com o sitio ativo da histona deacetilase 1w22 de
acordo com ancoramento feito pelo programa computacional QuickVina 2.1.
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Fonte: Do autor (2020).
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Nainteracdo da substéncia 13 com sitio ativo da enzima histona deacetilase se observa
que ambos os aomos de oxigénio sdo responsaveis por fazer ligagdes de hidrogénio com os
residuos de tirosina (312) e histidina (143, 142, 182, 268) (Figura 2.18). Da mesma maneira, €
importante destacar que o fon Zn?* interage com o oxigénio da carbonila e com residuos de
aminoacidos de aspartato (268, 180) e histidina (182), que contribuem na estabilizacdo de dito
ion. O anel, o halogénio e parte da cadeia com dupla ligagéo fizeram interagdes apolares com
0s residuos de fenilalanina (208, 152) leucina (21) e isoleucina (100).

Figura 18 - InteracOes da substancia 14 com o sitio ativo da histona deacetilase 1w22 de
acordo com ancoramento feito pelo programa computacional QuickVina2.1
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Fonte: Do autor (2020).

No caso da substancia 14, evidencia-se a mesma tendéncia no tipo e nimero de
interacBes descritas acima para a substéncia 13. Os &omos de oxigénio fazem as ligagdes de

hidrogénio com os residuos de aminoéacidos de tirosina (312), histidina (143, 142, 182) e
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aspartato (180), enquanto as interagdes apolares sdo feitas com os residuos de isoleucina
(100), leucina (21), fenilalanina (208, 152) e glicina (151) (FIGURA 19).

Figura 19 - InteracOes da substancia 15 com o sitio ativo da histona deacetilase 1w22 de
acordo com ancoramento feito pelo programa computacional QuickVina2.1.
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Fonte: Do autor (2020).

Na substancia 15, o numero de ligacdes de hidrogénio € menor. Duas delas séo feitas
com os residuos de tirosina (312) e histidina (142). Ha também, uma interacéo o ion Zn?*, que
se encontra estabilizado pelos residuos de aminoécidos de aspartato (268, 180) e histidina
(182). As interagOes apolares com o resto da estrutura da substancia 15 foram feitas com os
residuos de leucina (21), fenilaanina (208, 152), isoleucina (100), glicina (151) e cisteina
(153) (FIGURA 20).

Aparentemente, o nimero de ligacBes de hidrogénio e a diversidade destas, foram os

responsaveis pela melhor afinidade do inibidor NHB pela enzima, quando os valores sdo



89

comparados aos calculados para as substancias 13, 14 e 15. Tanto o inibidor NHB, quanto as
substancias 13, 14 e 15, interagem facilmente com o fon Zn?*, o que esta de acordo com dados
da literatura, segundo os quais as carbonilas sdo ativadas pelo &omo de Zn?', facilitando a
remocao do grupo acetil através de hidrolise (HODAWADEKAR; MARMORSTEIN, 2007).
Vae mencionar que so foram observadas interacdes apolares entre os aomos de hal ogénios
das substancias 13, 14 e 15, e os residuos de aminoécidos do sitio ativo da enzima. De
gualguer forma, mesmo n&o atingindo as melhores afinidades, observa-se que as substancias
13, 14 e 15, apresentam farmacoforos chaves na inibicdo da histona deacetilase. Em
decorréncia disto, podem servir como modelos no desenvolvimento de andlogos com
melhores afinidades.

3.11 Analogos das substancias 13, 14 e 15 que possam ligar-se mais fortemente a
enzima histona deacetilase

Embora vérias substéncias selecionadas através de busca farmacofdrica com as
substéncias 13, 14 e 15, no banco de dados do ZINC15, tenham apresentado afinidades
superiores as calculadas para tais ésteres do acido (E)-cindmico, os compostos 'E” e “M”
(FIGURAS5 e 6) apresentaram afinidades estatisticamente inferiores (FIGURA 21).
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Figura 20 - Valores de afinidades (Kcal/mol) das substancias 13, 14 e 15, e das seguintes
substancias selecionadas a partir do banco de dados do ZINC15: (A) 6-fluoro-
N,3-dimetil-1-benzotiofeno-2-carboxamida, (B) 1-benzotiofeno-2-carboxilato de
2-hidroxietila, (C) (25)-2-amino-3-oxo-3-fenilpropanoato de metila, (D) (E)-2-
(4-clorofenil)etenilsulfinato, (E) (((2E)-3-(4-fluorofenil)but-2-eno-
il)oxi)acetato, (F) (2R)-4-(((2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enail)-oxi)butan-2-ol,
(G) 7-cloro-8-metil-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato de metila, (H)
(2S)-2-(((2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enil)oxi)propanoato, (1) (22)-3-amino-3-
fenilprop-2-encato de eila, (J)  N-(3-(((2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-
enoil)oxi)propil)-N,N-dimetilaménio, (K) (2E)-3-(1-oxidopiridina-3-il)prop-2-
enoato de metila, (L) (2E)-3-(4-fluorofenil)but-2-enamida, (M) (2E)-(4-metil-
2,3-diidro-1H-inden-1-il-ideno)etancato  de  metila, (N)  (29)-2-((4-
bromofenil)carbonil)-3-oxobutanoato de metila, (O) (2E)-3-(clorofenil)-1-
(pirrolidin-1-il)prop-2-en-ona, (P) 1H-indol-3-il(oxo)acetato de etila, (Q) 6,8-
dicloro-2H-cromeno-3-carboxilato de metila, (R) (1-(4-clorofenil)-3-metoxi-1,3-
dioxopropan-2-ilideno]diazenium, (S) (3R)-4-oxo-3,4-diidro-2H-tiocromeno-3-
carboxilato de etila, (T) 5-amino-2,3-diidro-1-benzotiofeno-2-carboxilato de
etila, (U) 3-(4-(dimetilamino)fenil)propanocato de metila. Tais valores foram
calculados pelo programa computacional QuickVina 2.1 para ancoramentos nos
sitios ativos das histonas deacetilases. Barras com a mesma letra, no gréfico, néo
diferem significativamente entre s pelo teste de Scott e Knott (P <0,05). As
barras de erro correspondem aos desvios padroes.

Substancias ancoradas nas ht sionas deacetilases
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Os andlogos dos ésteres do acido (E)-cinamico identificados com as letras “E” e “M”
foram os que melhor afinidade tiveram (FIGURA 21) dentro de 21 substancias ancoradas.

Ditos andlogos atingiram afinidades ao redor de -7,7 Kcal mol ™. E dizer que tém a capacidade
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de gerar complexos mais estaveis com a histona deacetilase. Em decorréncia disto, existe a
possibilidade de desenhar estruturas andlogas de 13, 14 e 15 com melhores caracteristicas
farmacof oricas, mantendo o mesmo alvo enzimético. Isto pode ser feito gragas aos métodos in

silico, os quais permitem aprimorar as estruturas das substancias mais ativas.

Figura 21 - InteracOes feitas pelos andlogos das substancias 13, 14 e 15 obtidos do banco de
dados ZINC15, sobre a enzima histona deacetilase. A. Andlogo E; B. Andogo M.
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Fonte: Do autor (2020).

Observa-se que ao igual que para as substancias 13, 14 e 15, aligagdo entre o oxigénio
da carbonila e o ion de Zn?* é fundamental para levar a cabo o ancoramento dos andogos no
sitio ativo da histona deacetilase. No caso do analogo "E” (FIGURA 21A), observou-se que o
oxigénio da carbonila faz ligagcdo de hidrogénio com dois residuos do aminoacido histidina
(143, 142) e mantém uma ligacdo com o zinco, favorecendo a estabilidade deste &omo junto
com os residuos do aminoécido histidina (182) e aspartato (268, 180). Da mesma maneira, 0
residuo do aminoacido tirosina (312) utiliza sua hidroxila para fazer mais uma ligacéo de
hidrogénio com o oxigénio do grupo acetil. Entre tanto, os residuos dos aminoacidos
isoleucina (100), leucina (21, 275) e feniladanina (208) mantém interaces apolares com 0s
anéis da estrutura. O analogo “M” (FIGURA 21B) apresentou algumas diferencias, mesmo

manteve a afinidade pela histona deacetilase. Observou-se que o0 oxigénio da carbonila faz
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duas ligactes de hidrogénio com o residuo do aminoacido histona (143, 142) e uma ligacéo
com o fon de Zn?. Particularmente, o andlogo “M” apresenta um grupo carboxila
desprotonado sob pH fisiologico. A localizagdo deste grupo desprotonado perto do grupo
imidazol (pKa 6,04) da histidina (182), evita a formacéo de uma ligacéo entre eles. A partir
da caracterizacio das interagbes, pode-se identificar que o ion de Zn?* é favorecido pelos
elétrons livres dos &omos de oxigénio e nitrogénio contidos na carbonila dos inibidores e no
grupo imidazol da histidina respetivamente.

A partir do ano 1990 foi proposto um modelo farmacoforico para o desenho de
inibidores da histona deacetilase. Dito modelo estéd composto de trés partes: um grupo de
ligacdo com o &omo de zinco, um ligante que imita a acetil-lisina e interage com o tanel de
ligacdo do substrato e um “boné”, também conhecido como dominio de reconhecimento de
superficie. Algum tempo depois, este modelo foi modificado, de forma a conter seis
elementos. o ligante com zinco, o ligante que imita a acetil-lisina e quatro dominios de
reconhecimento de superficie (FINNINt al., 1999; JUNG, 2001; JUNG; HOFFMANN;
BROSCH; LOIDL, 1997; MELESINA et a., 2018). Isso explicaria os valores de afinidades
dos inibidores NHB, AGE e os analogos “E” e “M?”, pois suas estruturas quimicas apresentam
regides hidréfobas chaves no reconhecimento da superficie enzimética, ao igual que grupos
responsaveis pela ligagdo com 6 ion Zn?**, melhorando com isto a capacidade de inibir a
histona deacetilase (SALVATELLA et a., 1999). Da mesma maneira, o notavel efeito sobre a
inibicdo da eclosdo de ovos, abre uma janela para 0 desenho de estratégias de controle
inovadoras, baseadas nas estruturas de resisténcia dos fitonematoides (ovos). Com isto, 0s
resultados do presente estudo sugerem que estes devemn ser considerados como estruturas
model os com grupos farmacofdricos de interesse para o desenvolvimento de nematicidas de
baixo impacto ambiental, menos tdxicos ao homem (DLso > 2000 mg Kg™) e com diferente
modo de acdo (ovicida). Em decorréncia disto, a elucidacéo da relagdo estrutura-atividade
através de estudos in silico, contribui no entendimento dos alvos enziméticos destas

substancias.
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4 CONCLUSOES

Encontrou-se que os ésteres do acido (E)-cinamico identificados como 13 ,14 e 15
tiveram efeito nematicida in vitro e in vivo sobre o fitonematoide M. incognita. Tais
substancias foram mais eficientes contra no nematoide quando estiveram em contato direto
com os ovos de M incognita, sugerindo que sdo mais ativas sobre estédios embrionérios ou de
crescimento ativo. Estudos in silico demonstraram que as substancias 13, 14 e 15 podem
inibir a enzima histona deacetilase, a qual € responsavel pelo controle na transcricdo de genes
e na expressdo epigenética. Os mesmos estudos mostraram que a presenca de carbonilas e
heterodtomos como o nitrogénio ou oxigénio podem melhorar a afinidade enzimatica, pois
garantem maior nimero de ligagdes de hidrogénio e interagdes eletrostéticas com o ion Zn?*
presente no sitio catalitico da histona deacetilase. Em decorréncia disto, acredita-se que os
ésteres do é&cido (E)-cindmico e a histona deacetilase podem ser Gteis no desenho e
desenvolvimento de novos nematicidas menos téxicos ao homem e com mecanismos de agéo

diferentes dos tradiciona mente conhecidos.
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