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Chris Gardner
RESUMO GERAL

Em decorréncia da grande necessidade de novos gsétquhra o
controle de pragas e doencas de plantas, com nsegfeitos nocivos ao homem
e ao ambiente em geral, buscou-se, no presentalitoabcontribuir para o
desenvolvimento de novos produtos para o contraléodniga cortadeirdtta
sexdensque se trata de um inseto-praga que ataca véulagas; e para o
controle deMeloidogyne incognitaque se trata de um nematoide parasita de
plantas de ampla ocorréncia mundial. Para tantoaeo do inseto o trabalho foi
focado na purificacéo e elucidagéo estrutural datémcia produzida p&roton
floribundus a qual pudesse ser atribuida a atividade formida planta. Em
decorréncia, a fracdo do seu extrato bruto quedatwel em acetato de etila foi
submetida a varios processos de fracionamento a& sg alcancasse a
purificacdo de uma substancia. Pelo emprego deisagdpor ressonancia
magnética nuclear, concluiu-se que a substandiatssra do acido caurendico.
Quanto ao nematoide, inicialmente se empregou mic@icomputacional para
modelar a sequéncia de aminoacidos da corismataseyiroduzida poM.
incognita que se trata dema das enzimas envolvidas no parasitismo do
nematoide. Em seguida, utilizaram-se filtros farofédcos e dedockingpara
selecionar substancias inibidoras da referida emzifor fim, as substancias
organicas selecionadas no processdatkingforam ranqueadas com diferentes
programas computacionais, e apenas aquelas amederats maiores afinidades
pela enzima segundo todos os métodos empregaduos felecionadas para a
realizacdo de testes cdvh incognita.

Palavras-chave Controle de insetos. Extrato botanico. Dinamiaalecular.
Docking.



GENERAL ABSTRACT

Due to the great necessity of new methods to cbpésts and diseases
of plants, with less damaging effects to humansthaanvironment, the present
work sought to contribute to the development of peaducts for controlling the
leaf-cutting antAtta sexdensan insect-pest which attacks many cultures; and to
control Meloidogyne incognita a plant parasite nematode of worldwide
occurrence. Thus, in the insect’s case, this wodd$ed on the purification and
structural elucidation of the substance produce@imton floribundusto which
could be attributed to the plant's formicide aityivAs a result, the fraction
soluble in ethyl acetate from the plant crude etfravas submitted to various
fractionating processes until the purification ofubstance. We concluded that
the substance was kaurenoic acid, by employingeananagnetic resonance
analyses. Regarding the nematode, we initially eggad computational
chemistry in order to model a sequence of amindsaci the chorismate mutase
produced byM. incognitg which is an enzyme involved in the nematode’s
parasitism. Subsequently, we used pharmacophoddackingfilters to select
inhibitors to the modelled enzyme. Finally, the amig substances selected in
the docking process were ranked with different computationaigmms and,
only those presenting the highest affinities to ¢éimeyme, according to all the
employed methods, were selected for the testsMitimcognita.

Keywords: Insect control. Botanical extract. Molecular dynes. Docking.
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CAPITULO 1 Introduc&o Geral
1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da agricultura no século K\l densidade
populacional aumentou rapidamente e, consequentep@momem aumentou
seus estoques de vegetais e carne, para que pualieseatar os diversos
agrupamentos humanos e seus animais domésticosBBAR, 2004). Varias
mudancas na relacdo entre as espécies passaramofssevadas, pois 0S
campos cultivados se tornaram fontes de alimerng g@mais variadas espécies
de insetos, roedores e de microrganismos em g&sdas espécies se
multiplicaram rapidamente por causa da grande glaatd de alimento e
passaram a interferir no bem-estar das pessoasiIEBRNE; ZAPPE, 2012).

Na segunda metade do século XIX, novas praticaicadgs foram
introduzidas, dentre as quais se podem destactlizagéio de fertilizantes em
larga escala e de maquinas para plantar semem@s e colheita e o proces-
samento de alimentos. Isto fez com que surgissenprivseiros estudos
cientificos sistematicos sobre 0 uso de composiémigos para o controle de
pragas e doencas agricolas (BRAIBANTE; ZAPPE, 20123 compostos
inorganicos mais utilizados foram os arseniatoscéleio e chumbo (verde
Paris), cupratos (calda bordalesa), enxofre em \@jos sulfatos, cal,
fluorosilicato de bario e aminoselenossulfito déapsio (criolite) (VIEGAS Jr.,
2003).

E importante considerar que varios compostos imicgé utilizados em
larga escala eram muito téxicos, como foi o casaaldo cianidrico, usado nos
Estados Unidos para eliminar insetos em moradidémAdisto, apds algum
tempo os insetos desenvolveram resisténcia a eske(ZAPPE, 2011).
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Os compostos organicos de origem vegetal tambéamfaitilizados no
combate as pragas e doencas de plantas. Um exéngplicotina 1) extraida
das folhas de fumoNjcotiana tabacurl.). O seu uso teve inicio no século
XVII, quando era empregada para controlar insetogagdins, 0 que ainda é
feito por varias pessoas na nossa sociedade. Gaxepsplos saanor-nicotina
(2), anabasina3), os piretroides como a piretrind) ((isolada inicialmente no
século XIX, proveniente de flores secas Glerysanthemum cinerariaefolium
Vis. e Chrysanthemum coccineuwniilld ., que se trata de uma planta encontrada
na lugoslavia e no Caucaso), aletribp € os rotenoides, sendo a rotenada (
isolada de raizes dgerris elliptica Wallich, que se trata de uma planta comum
na Malasia e na Indonésia, e de espécigodehocarpusxistentes na Africa e
América do Sul, que séo utilizadas para o contd@dlagartas. H4 também,
alguns quassinoides como a quassif)diéolada das folhas d@uassia amara
L.) (Figura 1) (VIEGAS Jr., 2003).

Figura 1 Estruturas de substancias de origem Jegeta atividade contra
insetos
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Os produtos quimicos empregados no controle deosmsedoencas de
plantas, como a infestacdo de nematoides, poder,nadtair e repelir, sendo
suas descobertas, isolamentos, sinteses, avaliapdesiogicas e de impactos
ambientais, vastos topicos de pesquisas no muntiroin Os primeiros
inseticidas de origem natural foram muito utilizad®é a década de 40, quando
0s produtos sintéticos passaram a ganhar espagajppimente apos a |l
Guerra Mundial, devido as pesquisas com produtnsdas. Estes se mostraram
muito mais potentes e menos especificos que osamgtaté entdo utilizados no
controle de pragas agricolas. Em decorréncia, stcjuas de origem natural
foram quase totalmente substituidos pelos de origemética (VIEGAS Jr.,
2003).

Um marco importante nesta area foi a descoberta339 da atividade
inseticida do 1,1,1-tricloro-2,2-giclorofenil)etano 8, Figura 2), conhecido
como DDT. Esse inseticida foi utilizado pela priraerez em 1943, durante a |l
Guerra Mundial, para combater piolhos que infestatr@pas norte-americanas
na Europa e que transmitiam uma doenca chamada etmtematico
(BRANCO, 2003). O DDT é classificado como um orgdamdo. Outros
exemplos de pesticidas organoclorados séo alélyjrdieldrin (L0), heptacloro
(11, toxafeno {2) e o nematicida/fungicida clorotalonild) (Figura 2). As
principais caracteristicas dos organoclorados $aeolubilidade em agua;
solubilidade em liquidos apolares como éter, ctorofo e, consequentemente,
em 6leos e gorduras, 0 que ocasiona 0 acumulo demas no tecido adiposo
dos organismos vivos; e alta estabilidade, poisng@essarios muitos anos para
que possam ser degradados em condi¢cdes ambieBRASBANTE; ZAPPE,
2012).

Os primeiros nematicidas utilizados em escala coialetambém
apresentavam como base hidrocarbonetos halogenadotendo cloro ou

bromo). No geral, esses nematicidas eram subprodutdescartes de processos
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industriais diversos e, por isso, seus custos eedativamente baixos. Assim,
nos anos 30 os produtores de abacaxi do Havainusaraloropicrina 14)
(Figura 2), que nada mais é que o principio ativgdis lacrimogéneo, como um
fumigante de solo em tratamentos de rotina parantrale de nematoides de
galhas ieloidogynespp.) e da espécRotylenchulus reniformi¢LINFORD;
OLIVEIRA 1940). Na época havia grande excedentesalgsoduto, 0 que o
tornava muito barato e atraente aos agricultoresan@o tais estoques
terminaram, o uso da cloropicrina para o controle fitonematoides
praticamente cessou. Anos apos, a Shell Chemiagap@ay acumulou enorme
quantidade de gliceroll®) (Figura 2), outro subproduto da inddstria bélica,
usado como nematicida (WEISCHER; BROWN, 2001).

No final dos anos 40, os abacaxicultores havaiaestaram uma
mistura de dicloropropano e dicloropropeno comecepcitl nematicida. Tal
composi¢do, denominada DD, levou a uma explosé@mercado agricola, pois
se revelou muito eficiente no controle de nematoideproporcionava um
aumento de nitrogénio no solo em que era aplidadem, foi considerado um
verdadeiro biocida por causar as mortes de vangsnsmos do solo e serem
téxicos até para as plantas (WEISCHER; BROWN, 2001)



22

Figura 2 Estruturas de agrotéxicos organocloradodsténcias 8-14) e do
glicerol (substéncia 15)

Em razdo das caracteristicas nocivas ao homem edemmbdos
compostos organoclorados, houve a necessidade denvidver novos
compostos para o controle de pragas e doencase segultou na sintese de
varios organofosforados e carbamatos (OLIVEIRA,&0®s organofosforados
foram desenvolvidos nas décadas de 1930 e 1940speem utilizados como
armas quimicas durante a Il Guerra Mundial (MORAGARXHNEIDER,
2003). Sado compostos derivados do 4cido fosféguae, podem conter em suas
estruturas atomos de carbono (C), hidrogénio (Migémio (O), enxofre (S),
nitrogénio (N) e fésforo (P). A toxicidade aguda sdanseticidas
organofosforados é maior que a dos organocloragos¢ém sdo menos
persistentes no meio ambiente. Como eles sofrendaragdegradacdo, é
necessario um nuamero maior de aplicacBes dos daamdos para se
alcancar a mesma eficacia dos organoclorados (ARRWDO05). O herbicida
glifosato (L6), os inseticidas malatiod ), paration {8) e dissulfoton19), e os
nematicidas terbufé2() e fenamifés Z1), sdo alguns exemplos de compostos
organofosforados (Figura 3).
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Figura 3 Estruturas de pesticidas organofosforados
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Os carbamatos tiveram seu desenvolvimento assoa@mdgo da planta
Physostigma venenosuBalf., natural do oeste da Asia e conhecida como
feijdo-de-calabar. Seu extrato aquoso era utilizzdgulgamentos de crimes de
feiticaria. Se o acusado de tal crime sobrevivegsis a ingestdo do referido
extrato aquoso, seria considerado inocente. Emara#cario, seria considerado
culpado. Ao se isolar o composto responsavel pgkitos medicinais e toxicos
dessa planta, observou-se que 0 mesmo apresentaugm carbamato em sua
estrutura (BRANCO, 2003). Os compostos dessa ctpdsaica mais utilizados
sdo o carbaril42), um inseticida de amplo espectro; o carbofur2®), (que
apresenta propriedades inseticida e nematicidaaldicarb 24), que pode ser
empregado como inseticida e nematicida (Figura 4).

Os principais nematicidas vendidos no Brasil sbhase de carbamatos
e, apenas no ano de 2011, o mercado dessas sidsstatiiegiu cerca de US$
224 milhdes, o que corresponde a 2,7% do mercadiefdasivos agricolas no
Brasil (GERCHON,2012).
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Figura 4 Estruturas de carbamatos utilizados copstiqgidas

Apesar do grande beneficio que o uso de pestisidéésticos em geral
trouxe para a nossa sociedade, ndo se pode deixavat em consideracdo que
eles correspondem a gastos da ordem de bilhde8latesipor ano. Além disso,

sdo téxicos ao homem e ao ambiente em geral. Legste uma demanda
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crescente por agentes eficientes para o controlesdéos e de nematoides, que
sejam menos nocivos ao homem e ao meio ambiernte,castos mais baixos.
(SAO PAULO, 2001).

Uma ferramenta que pode ser (til no desenvolvimeai#o novos
produtos para o controle de pragas e doencas d#apléd a quimica
computacional. Com esta ferramenta é possivel dimim tempo e 0 custo
financeiro para o desenvolvimento de novas subistinExemplos de sucesso
no uso desta ferramenta podem ser facilmente admdesvno planejamento
racional de farmacos (AMARAL et al.,, 2003; GUIDO;NBRICOPULO;
OLIVA, 2010)http://pt.wikipedia.org/wiki/Fendmeno

Outra ferramenta de grande utilidade para o desgmanto de novos
produtos para o controle de pragas e doencas deaplaliz respeito a
identificacdo de produtos naturais biologicamernteos contra tais pragas e
doencas. Talvez o melhor exemplo de sucesso nestaséja 0 das piretrinas,
gue correspondem a um grupo de inseticidas natyuaigerou varios analogos
sintéticos disponiveis no mercado atual (KLOCKEakt 1991; VIEGAS Jr.
2003).

Em decorréncia da grande necessidade de novos tgsogara o
controle de pragas e doencas de plantas, com nsegfeitos nocivos ao homem
e ao ambiente em geral, buscou-se, no presentalitoabcontribuir para o
desenvolvimento de novas substancias para o cemtadlormiga cortadeiratta
sexdensque se trata de um inseto-praga que ataca veuiagas, dentre as
guais se destacam aqui as espécies de pinus épmjcalpara o controle de
Meloidogyne incognitaque se trata de um nematoide parasita de plantas de
ampla ocorréncia mundial. Para tanto, no caso mhaida, o trabalho foi focado
na identificacdo de plantas ativas e na purificagaelucidacdo estrutural da
substancia produzida pela planta, a qual pudessatsbuida a atividade

observada. Quanto ao nematoide, empregou-se acgumimputacional para
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selecionar substancias que pudessem inibir umaedaisnas do nematoide

envolvida no parasitismo do mesmo.
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CAPITULO 2  Estudo fitoquimico e avaliacdo da toxicilade de Croton
floribundus para a formiga cortadeira Atta sexdens

RESUMO

Avaliou-se em condigBes de laboratorio a toxicidemigraAtta sexdens
do extrato vegetal déroton floribundussolivel em metanol e das suas fragoes.
Em todos os testes se utilizaram duas testemuséagdp uma com o inseticida
sulfluramida a 0,3mg/g e outra sem qualquer ingradi ativo. Para cada
tratamento se empregaram seis repeticfes, sendoucaa composta por uma
placa de Petri contendo 20 formigas. Avaliaramr8s toncentracdes de cada
amostra utilizada para impregnar a polpa citriexeafida as formigas durante
24h (200, 400 e 600mg/g de polpa citrica). As aliolddes das formigas foram
avaliadas do primeiro ao vigésimo dia ap0s a tdeaolpa citrica por dieta
livre de substancias ativas contra as formigasd@uos foram submetidos a
andlise de sobrevivéncia, usando a distribuicadvaéoull. Confirmou-se a
atividade formicida do extrato metandlico brutoQidloribunduse se observou
gue as fracdes de tal extrato, sollveis em aceémtetila e metanol também
apresentaram atividade formicida. A fracdo solieral acetato de etila causou
64,0% de mortalidade apos 21 dias de avaliagdaluarm concentragbes testadas
(400 e 600mg/g de polpa citrica) e tempo para caaisaorte de 50% dos
individuos (Tlsg) de 17,5 dias. A fracdo metandlica apresentou 9%80¢ke
mortalidade depois de 21 dias de avaliacdo, em domsentracfes avaliadas
(200 e 600mg/g) e T de 11 dias. Ja para a aquosa, proveniente dggmarti
liquido da fracdo solivel em metanol, o comportamea curva de mortalidade
nas maiores concentractes foi semelhante ao oldsepaaa a testemunha com
sulfluramida (87,7% apo6s 21 dias, sf£7,9 dias). Da fracdo acetato se isolou o
componente majoritario, ao qual foi atribuida autsta do acido caurenoico
com base em andlises por ressonancia magnéticaanutd hidrogénio e de
carbono treze. Entretanto, tal substancia ndo epi@s atividade formicida.

Palavras-chave Formigas cortadeiras. Extrato botanico. Contdalensetos.
Manejo integrado de pragas florestais.
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CHAPTER 2 Phytochemical study and evaluation of th toxic activity of
Croton floribundus against the leaf-cutting antAtta sexdens

ABSTRACT

We evaluated, in laboratory conditions, the toyidf methanol extract
of the plantCroton floribundusand its fractions, againsétta sexdendn all the
tests, two controls were used: one with the incieet sulfluramid 0.3 mg/g, and
the other without any active ingredient. Six reples were used for each
treatment, each one comprising a Petri dish con@ir20 ants. Three
concentrations of each sample were used to imptegitaic pulp (200, 400 and
600mg/g of citric pulp) which was offered to thasaduring 24 h. Ant mortality
was evaluated from the first to the twentieth dfigrachanging the citric pulp
for a diet free of active substances against &dta were submitted to survival
analysis, using the Weibull distribution. We comfied the formicide activity of
the methanolic crude extract @ floribundusand observed that fractions of
such extract, soluble in ethyl acetate and methaaleb presented formicide
activity. The fraction soluble in ethyl acetate sad 64.0% mortality after 21
days of evaluation, in two concentrations teste@D(4nd 600 mg/g of citric
pulp) and caused the death of 50% of the indivEl§@lsy) in 17.5 days. The
methanolic fraction caused 80.5% mortality aftérdays of evaluation, in two
concentrations evaluated (200 and 600 mg/g otqiip) and Tk, of 11 days.
For the aqueous fraction, obtained after the ligp&dtition of the fraction
soluble in methanol, the mortality curve of thelt@gt concentration was similar
to that observed for the control with sulfluram@¥ (7% after 21 days, F=7.9
days). Fractionation of the acetate fraction resulh the isolation of a major
component, to which was attributed the structurekafirenoic acid after
hydrogen and carbon thirteen nuclear magnetic aisalyHowever, such
substance did not present formicide activity.

Keywords Leaf-cutting ants. Botanical extract. Insecttooin Forest
pests integrated management.
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1 INTRODUCAO

As formigas cortadeirasAfta Fabricius eAcromyrmexMayr) sdo as
principais pragas de reflorestamento no Brasil (@N;) MOREIRA; DELLA
LUCIA, 1993; SILVA; PAZINI, 2012), pois atacam akptas em qualquer fase
de seu desenvolvimento, provocando perdas dinetagd de mudas e a reducao
do crescimento de arvores) e indiretas (diminuddagesisténcia das arvores a
outros insetos e a agentes patogénicos) (ANJOS; BMRWR DELLA LUCIA,
1993). Os vegetais frescos obtidos nas atividaddsrdageamento das formigas
sdo utilizados para a alimentacdo das mesmas eopdesenvolvimento do
fungo simbionte,Leucoagaricus gongylophoru@Vdller) Singer (Agaricales:
Agaricaceae) (BASS; CHERRETT, 1995).

O controle destes insetos tem sido realizado, geredasivamente, com
a aplicacdo de inseticidas convencionais, entrs, algfluthrin (piretréide),
imidacloprid (neonicotinoide), furathiocarb (carkeatn), fipronil (fenilpirazol) e
sulfluramida (sulfonamida fluoroalifatica) (BRASI2010). As estratégias de
controle quimico diferem principalmente em funcaaigo de formulacdo, que
ocorre na forma de pé, liquido ou granulado. Deasréormulacdes disponiveis,
vale mencionar as iscas granuladas, que tém agemntde representar menos
perigo para os trabalhadores que utilizam os idas. Ademais, elas permitem
que os ninhos sejam tratados em locais de dificdsso. Os inseticidas
comumente empregados em iscas formicidas includffaramida, clorpirifés, e
uma mistura de sulfluramida e fipronil. A sulflura@a foi introduzida no
mercado brasileiro pela primeira vez em 1993 pabst#uir 0 organoclorado
mirex (= dechlorane), o qual foi banido do mercédasileiro (ISENRING;
NEUMEISTER, 2009).

A sulfluramida permite o controle de formigas cdeizgas de forma

eficaz, chegando a causar 100% de mortalidadesdestetos. Trata-se de um
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inseticida de acd@o lenta, que afeta o processo odéorilacdo oxidativa
(respiracdo aerobia), agindo sobre as mitocondEkesinterrompe a producgéo
de ATP (adenosina trifosfato), o que é letal parsetos. Um dos grandes
problemas em sua utilizacdo € a persisténcia eatremte alta no meio
ambiente. Nos termos da Convencéo de Estocolmgpocomo formicida do
sulfonato de perfluorooctano (principal precursarsdifluramida) sera restrito,
podendo, eventualmente, ser proibido (UNITED NATE®ENVIRONMENT
PROGRAMME, UNEP, 2007).

Florestas certificadas pelo FSC (Forest StewardSbigncil) no Brasil
derrogaram o uso de inseticidas considerados aitempeerigosos highly
hazardou}, entre os quais se encontram deltametrina, fipréenitrotiom, e
sulfluramida. Isto significa que até 2014 o uso sddfluramida terd de ser
interrompido em tais florestas. Para tanto, osasg#&rtificadores aconselham a
reduzir gradualmente a quantidade de sulfluramitiaada e a substitui-la com
outros inseticidas e/ou formas de controle (ISENRINEUMEISTER, 2009).

Novas moléculas quimicas extraidas de plantas t@m estudadas
visando a substituicdo da sulfluramida como prialcipgrediente ativo nas iscas
formicidas. Alguns exemplos séo: sesamih € sesamolin2) (Pedaliaceae;
Sesamum indicumL.) (MORINI et al., 2005); astilbin J) (Fabaceae;
Dimorphandra mollis Benth.) (CINTRA et al.,, 2005); acido limonéxico
(RutaceaeRaulinoa echinat®.S.Cowan) (BIAVATTI et al., 2005); kokusagina
(4), acido antranilico e dictamnin®)((RutaceaeHelietta puberulaRE Fr.)
(ALMEIDA et al., 2007); elemol § e p-eudesmol (MyrtaceaeCorymbia
maculata(syn. Eucalyptus maculaj)a(Hook.) K.D. Hill e L.A.S. Johnson;d5
acetoxigedunin (MeliaceagCarapa guianensisAubl.) (AMBROZIN et al.,
2006); fluroquinolinas, ariquinolin-4-ona, acidmbnéxico, limonin (Rutaceae;
Spiranthera odoratissimest. Hil) (TEREZAN et al.,, 2010). Também vale

mencionar que o acido palmitico, presente na frag@tandlica de extratos
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hexanicos de folhas dRicinus communis., inibiu o crescimento do fungo
simbionteL. gongylophorusem 81%. Além disso, a ricinina, obtida da fracdo
metandlica do extrato em diclorometano da mesmatglareduziu a
sobrevivéncia média das operéariaddsexden$S;=5,21 dias; 0,40 mg/mL) se
comparado ao controle 510,82 dias), quando oferecida via ingestao (BIGI e
al., 2004). (Figura 1).

Figural Exemplos de substancias com propriedaatesididas extraidas de
plantas

Em decorréncia do potencial das plantas para aipéndde substancias
ativas contra formigas cortadeiras, e da demandag@@s substéncias para uso
no controle destes insetos, em trabalho prelinosaaxtratos de diversas plantas
foram preparados e submetidos a testes com formigedeirasA. sexdenso
que permitiu observar qugroton floribundusSpreng(Euphorbiaceae) produzia
substancias ativas contra o referido inseto-prdganbém se observou no
referido trabalho preliminar que a fracdo solUval @&etato de etila do extrato
metanolico de tal planta continha as mencionadbst&ncias ativas. Para dar

continuidade a tal estudo, objetivou-se no presdmbalho purificar e
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identificar as substancias ativas com{raexdenpresentes na fragéo soluvel em

acetato de etila do extrato @efloribundus
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2 REVISAO LITERARIA

2.1 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae € uma das maiores na ativingiospermae,
com cerca de 300 géneros e aproximadamente 7.p@@ies distribuidas em
todo o mundo (Cronquist, 1981). Seus principaisgésiem nimero de espécies
sdo:Euphorbial. (1.500),Croton L. (700), PhyllanthusL. (400), Acalyphal.
(400), MacarangaDu Petit Thouars (400AntidesmaBurman (150) Drypetes
Vahl (150), JatrophaL. (150), Manihot Miller (150) e Tragia Plumier (150)
(Webster, 1994). De acordo com Barroso et al. (1994 Brasil ocorrem 72
géneros e cerca de 1.100 espécies desta familiaditias em todos os tipos de
vegetacao.

Apesar do elevado niumero de espécies, 0s seusentartes podem
ser reconhecidos por um conjunto de caracteristmano porte arbéreo,
arbustivo, subarbustivo ou herbaceo, com folhasrals, simples ou compostas,
estipuladas, flores unissexuadas, em geral moraogadas, em plantas
mondicas ou didicas, com ou sem vestigio do sesafi@do e dispostas em
inflorescéncias racemosas ou cimosas, com florescutinas apresentando
namero de estames variavel e flores femininas dipante tricarpelares,
triloculares. Apresentam frutos secos deiscentagadriscentes, comumente do
tipo capsula esquizocarpica (tricoca), ou aindawaag septifragas, loculicidas e
circundante, drupdides (filotrimidios, drupas e ulémios) e bacéides
(BARROSO et al., 1999).
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2.2 GéneroCroton

O géneroCroton é subdividido em 40 sec¢des e possui mais de 1.300
espécies de distribuicdo principalmente pantropidal Brasil, é o género com
maior namero de espécies da familia Euphorbiacea®, um total de 350
espécies distribuidas em 29 seccbes (BERRY, 26@63 a Regido Nordeste se
estima um total de 52 espécies distribuidas em et®@des (CORDEIRO;
CARNEIRO-TORRES, 2006).

Trata-se de um grupo taxonomicamente complexo egestudado.
Segundo a revisdo de Miller (1873) para a FlorasiBrasis de Martius, foi
posicionada na subfamilia Crotonoideae, tribo Gresé®. As espécies deste
grupo se tratam de arvores, arbustos, ervasamedite, lianas. Sdo geralmente
mondicas, algumas vezes didicas, com tricomas sar{glandulares ou ndo), ou
tricomas ramificados (estrelados, lepidotos, fadagos, multiradiados,
dentriticos e escamiformes). Em geral, as inflénesias apresentam flores
pistiladas na base e estaminadas no apice, estinbesdos no botéo floral,
sendo as pétalas das flores pistiladas reduzidasisentes (BENTHAM, 1880;
BARROSO, 1991; LUCENA, 2000; CARNEIRO et,a2002; SECCO, 2005;
GUIMARAES, 2006).

2.3 EspécieCroton floribundus

Croton floribundusSpreng, popularmente conhecida como capixingui, é
uma planta pioneira, de ocorréncia nos Estadosida® Janeiro, S&do Paulo,
Mato Grosso, Minas Gerais e Parand, principalmeatefloresta latifoliada
semidecidua (LORENZI, 1992). Apresenta crescimemi@o rapido e ciclo de
vida curto, sendo muito abundante em formac6esndécias. Por repovoar
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clareiras e proliferar em bordas de mata, € muitpregada em reflorestamentos
mistos, protetivos ou comerciais, com sombreameet@spécies de estagios
mais avancados de sucessdo (DURIGAN et al., 2ad2)el produzido a partir
de suas flores é de coloracdo quase branca, deaanwnto diferenciado,
saborosissimo e de excelente qualidade. Iniciauifidacdo precocemente,
cerca de trés anos apos o plantio. Os frutos s@ipaleapsula tricoca, contendo
trés sementes, as quais sdo arredondadas, deetay @rque, de acordo com
Lorenzi (1992), apresentam viabilidade que nacapétssa os quatro meses.
Quanto as suas atividades bioldgicas, na literateir@bserva apenas que possui
propriedades medicinais (LORENZI, 1992; CARVALH®OA) e que apresenta
elevada atividade moluscicida contra o caramBjomphalaria glabrata
(Planorbidae) (MEDINA et al., (2009).

2.4 A formigaAttaspp

Desde os tempos coloniais, a formiga sadta&pp.) tem sido uma das
piores pragas da agricultura Brasileira. O gémdta é de ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo nas Américas desde o sutsiaglos Unidos até o centro
da Argentina, inexistindo apenas no Chile, no Caraegm algumas ilhas das
Antilhas (MARICONI, 1970). Caracterizam-se por pgssm trés pares de
espinhos no dorso do térax e apresentarem a stipettirsal do gaster lisa, sem
tubérculos. Os individuos que compdem a coléni@sgmtam elevado grau
polimérfico (ANJOS et al., 1998). Além disso, Looee Queiroz (1990) ainda
as caracterizam pelas carenas frontais muito sggmara

Os prejuizos que causam sdo simplesmente devastadBegundo
Amante (1967a), dez sauveiros adultos/haittie capiguaraGongalves, 1944,
cortam 21kg de forragem/dia, reduzindo em mais 0% & capacidade da

pastagem, além de proporcionar maior desenvolviondatplantas daninhas e
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ainda, facilitarem o processo de erosédo. Hmalyptus grandisuma desfolha
de 100% das arvores acarreta uma reducao no intterarual de madeira de
aproximadamente 80% (FREITAS, 1988). Um sauveirdtagode consumir 1
tonelada de folhas deucaliptussp. por ano, ou 86 arvores (AMANTE, 1967b;
MENDES FILHO,1979). Segundo Precetti et al. (1988}, sauveiro adulto de
salva mata-pastoAfta bisphaericaForel, 1908) ocasiona uma perda de 3,2
toneladas de cana/ha, para um canavial com prigadie de 60 toneladas de

cana/ano.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material botanico e preparo do extrato buto

O material vegetal deC. floribundus Familia Euphorbiaceae foi
coletado no dia 29/04/2011 no Viveiro Florestaldd A/Lavras, Minas Gerais.
Esta planta foi identificada e a exsicata corredpote se encontra depositada
no Herbario Esal/lUFLA com o nimero de registro 2694s caracteristicas
fisicas da planta: didmetro de aproximadamente #ama altura de 7m. Nao
apresentava flores, frutos e nenhum sintoma de cdserinsetos e plantas
parasitas.

As cascas do caule d€. floribundus foram secas em estufa de
ventilacdo forcada, a 40°C, durante 48 horas. Egoide, foram moidas em
moinho de martelos elétricos com motor monofasiéoaaconsisténcia de po,
que foi armazenado em freezer (aproximadamente°G)4 Para a etapa de
extracdo, utilizaram-se 1322 g de cascas secasid@asndeC. floribundus
divididos em 26 porcdes de aproximadamente 50g, forsm colocadas em
frascos de vidro com metanol (150 mL). ApGs 24 somconteldo de cada
frasco foi filtrado em algod&do hidréfilo e os ragid obtidos foram submetidos
a0 mesmo processo por mais sete vezes para adexttagnaximo possivel de
substancias dos tecidos vegetais. Em seguida, ses fliquidas foram
combinadas e concentradas até secura em evapoosorio. A seguir, para a
total remocao da umidade, o residuo obtido ap@neentracdo do solvente foi
liofilizado durante 24 horas, obtendo-se assim twagx bruto metandlico, na
forma de um sdélido granuloso, de coloragdo vinlBBMEOH), com massa de

2909 (21,94% de rendimento em relagdo a massasda saca empregada).
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3.2 Fracionamento do extrato bruto metandlico

Adicionaram-se 900 mL de hexano a parte (240,04gg>xdrato bruto
metandlico (EBMeOH) d€. floribundus que foi obtido conforme descrito no
item 3.1. A mistura resultante foi agitada por d@utos e, apés repouso por 10
minutos, filtrou-se a referida mistura em algodédrdfilo. O residuo de tal
filtracdo foi submetido ao mesmo processo mais wiizes. As fases sollveis
em hexano foram combinadas e filtradas, pois sadorum precipitado nas
mesmas. A seguir, a solucéo resultante foi conegatem evaporador rotatorio
e seca em liofilizador para resultar na obtencdairdesolido pastoso de cor
caramelo, com massa de 23,91 g (codigo G-09-1jmemdo 9,96% em relacdo
a massa do EBMeOH). O material precipitado tamhsraubmetido a remocéo
do solvente em evaporador rotatério e posteriorenéiafilizado para resultar
em um pé6 de coloracdo rosa, com massa de 6,4dg@cG-09-2, rendimento
2,69% em relacdo a massa do EBMeOH). O residuddiredoem hexano foi
submetido a0 mesmo processo de extracdo, empregangcetato de etila no
lugar do hexano. Neste caso se realizou um totaktie lavagens. Também se
observou a formagdo de um precipitado na fasediégujue foi separado por
filtracdo e submetido a remocdo do solvente em aredpr rotatério e
liofilizador para resultar em 15,96 g de um solidastoso de cor marrom
esverdeada (codigo G-09-3, rendimento 6,64% emc&elaa massa do
EBMeOH). Apés remocgédo (evaporador rotatério e lizddor) do solvente da
fase solivel em acetato de etila se obteve umuedjad) de coloragdo rosa
claro, com massa de 2,55 g (codigo G-09-4, rendimé&r06% em relacdo a
massa do EBMeOH). O residuo insoltvel em acetatetitie foi submetido a
processo similar, empregando-se metanol no lugaraadato de etila. O
processo de lavagem com este solvente foi realipadmove vezes. Com isto,
obteve-se um residuo final (solivel em metanol)forana de um pé de
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coloracdo vinho, com massa de 166,60 g (c6digo-6;08ndimento de 69,40%
em relacdo & massa do EBMeOH). Todas as fragOemelioram armazenadas

em freezer a -15 °C até o momento de serem utilizad

3.3 Particao liquido-liquido da fracdo solivel em metaal do extrato bruto

metanolico deC. floribundus

Parte da fragdo metandlica (G-09-5, 8 g,) obtidaxtoato bruto de.
floribundus foi adicionada ao solvente diclorometano (60 nrejsultando em
solucdo que foi transferida para um funil de dexgad (500 mL), no qual
também se colocou agua destilada (180 mL). O fimilecantacéo foi agitado
vigorosamente por 20 minutos e, apés 10 minutogepuuso, removeu-se a
fase inferior (diclorometano) e se colocaram m&@s ik de diclorometano no
funil para que o processo fosse repetido. Todooogatimento de particdo foi
repetido até que a cor da fracdo inferior ficastelbdizada (bem clara), o que
correspondeu a um total de cinco etapas de partib8ofases coletadas
(diclorometano) foram centrifugadas para separ&éasma fase intermediaria,
com o aspecto de uma “gosma”, que se formou dumptecesso de particdo.
Em seguida, combinaram-se as fases de diclorometararemoveu o solvente
em evaporador rotatério e liofilizador para a obfende um p6 de coloracéo
vinho, com massa de 0,82 g [G-20-2, rendimento0j25%6 em relagdo a massa
da fracao solavel em metanol (G-09-5)]. A fasenmediaria e a fase superior
(aquosa) também foram submetidas a processo derdeagdo em evaporador
rotatorio e liofilizador para resultarem, respemtiente, na obtencao de um pé
de coloracéo rosa, com massa de 1,39 g (G-20-3redimento de 17,37% em
relacdo a G-09-5) e de um sdlido cristalino de regi@0 marrom avermelhado,
com massa de 4,90 g (G-20-1, rendimento de 61,28%ekacédo a G-09-5).
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3.4 Fracionamento por cromatografia em coluna da fracasolivel em
acetato de etila (G-09-3) do extrato bruto metandb (EBMeOH)

A fragéo sollvel em acetato de etila (G-09-3, 4,904 submetida ao
fracionamento por cromatografia em coluna de sijeh do tipoflash (7 x
15cm) (Still et al., 1978), utilizando-se os grais de hexano/acetato de etila
(9:1, 2L; 8:2, 1L; 1:1, 1L; 0:100, 1L) e metanoDQPs6, 1L). Coletaram-se 64
fracbes (G-38-1 a G-38-64) de 100 mL, que foranlisadas por cromatografia
em camada delgada (CCD). Para tanto, empregargofesas de aluminio
recobertas com silica gel 6QF Para revelar as substancias foi empregada luz
ultravioleta (254nm), vapor de iodo e solucéo delcdéosfomolibdico a 5%
(g.mL") em etanol. As fracdes apresentando o mesmo medihatografico
foram combinadas, originando nove novas frac6e38®1 a G-38-09). Dentre
tais fracbes, as de numero 02 (G-38-02) e 03 (G3)8foram combinadas

(massa=2,09 g) para serem submetidas a novo feangmto.

3.5 Fracionamento das amostras G-38-02 e G-38-03, praventes da fragédo

solavel em acetato de etila (G-09-3)

Parte (600 mg) da massa total obtida pela comhindgs frac6es G-38-
02 e G-38-03 foi submetida a cromatografia em aollm silica gel do tipflash
(4 x 15 cm) (Still et aJ 1978), utilizando-se uma combinacao isocratica de
hexano/acetato de etila (9:1, 800 mL). As fractustadas (24 fragbes de 30
mL) foram também analisadas por CCD e combinadasaado com a
similaridade cromatografica, originando trés nosab-fracdes (G-79-01 a G-
79-03).
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3.6 Fracionamento da amostra G-79-02 proveniente da fe#o sollvel em
acetato de etila (G-09-3)

A fracdo G-79-02 (384 mg) foi submetida a novo ifvaamento por
cromatografia em coluna de silica gel do tffash (4 x 15 cm) (Still et a).
1978), utilizando-se como fase mével combinacdeshd®ano/acetato de etila
(20:1, 600 mL; 9:1, 600 mL). As fracdes coletadizffacdes de 30 mL) foram
também analisadas por CCD e combinadas de acomio acaimilaridade
cromatogréafica, originando seis novas sub-fracGe82-01 a G-82-06), dentre
as quais as de codigo G-82-02 (4,4 mg), G-82-08,23tg) e G-82-06 (1,2 mqg)
se apresentaram cromatograficamente puras. Aofl@e82-04 é o componente

majoritario da fracdo G-79-02.

3.7 ldentifica¢do da substancia purificada

As andlises por espectroscopia de ressonancia tieggnaclear (RMN)
de hidrogénio ) e carbono treze{C) foram realizadas em um equipamento
Bruker Avance DRX-400 (400 MHz), no LaboratérioRlessonéncia Magnética
Multi-Usuario (Laremar), Departamento de Quimicastituto de Ciéncias
Exatas (ICEx), Universidade Federal de Minas Ge(BiEMG) e em um
equipamento VARIAN INOVA (600 MHz), no Laboratéridlacional de
Biociéncias (LNBio). Obtiveram-se espectros unidisienais tH, *C, DEPT
135) e bidimensionais (NOESY, HSQC, HMBC, HSQC-TQCEOSY) da
amostra dissolvida em cloroférmio deuterado (GPDSigma-Aldrich) contendo
tetrametilsilano (TMS), que foi utilizado como nefacia interna.
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3.8 Experimentos com formigas realizados em condicdeg daboratério

Os testes foram conduzidos em parceria com Depantamde
Entomologia da Universidade Federal de Lavras ecugados segundo a
metodologia adaptada de Nagamoto et al. (2004)jzatm-se operarias de
sexdensyetiradas de ninhos adultos mantidos em sala diiagd (21+2°C),
com 24 horas de escotofase e umidade relativadeRi0%, no Laboratério de
MIP Florestal/Universidade Federal de Lavras. Nogegmentos foram
utilizadas operarias de tamanho médio, cujas massasam entre 10 e 20 mg,
e cipsulas cefalicas estavam entre 2,0 e 2,8 matriBuicdo de massa e de
tamanho cefélico foi visual, com base em comparag@o amostras pré-
coletadas.

Nestes experimentos se avaliou o extrato brutomabta (EBMeOH)
de C. floribunduse suas fracdes soluveis em hexano (G-09-1), taceétaetila
(G-09-3) e metanol (G-09-5). Também se avaliararpresipitados das fracdes
soliveis em acetato de etila (G-09-4) e hexano9@)p bem como as fracdes
obtidas durante o processo de particdo liquidadua fracdo solivel em
metanol do extrato da mencionada planta: fase ag{(®<0-1), fase organica
(G-20-2) e a fase intermediaria obtida duranterigd® (G-20-3). Empregaram-
se duas testemunhas: uma sem ingrediente ativaowra com o formicida
sulfluramida (sulfluramida técnica a 93%) com caoragao final de 0,3%
(mg/g). Para cada tratamento foram utilizadas registicbes, sendo cada uma
composta por 20 formigas em uma placa de PetrDdarilde diametro, forrada
com papel-filtro.

Para a conducdo do experimento se utilizou bagackardnja (polpa
citrica), o qual foi desidratado em estufa por tliés a 40C e, em seguida, foi
triturado em liquidificador por varias vezes e passem uma malha fina (0,50

mm) até apresentar o aspecto visual de p6 homogéneo
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Cada amostra a ser estudada foi dissolvida em pief@r30 mL),
resultando em uma solucado a qual foi adicionadd dgpolpa citrica (1g). No
caso da sulfluramida se utilizaram 16 mL de acetumdugar do metanol. As
misturas resultantes foram homogeneizadas comdnéguagitacdo manual (10
minutos) e ultrassom (5 minutos, poténcia 1400A)seguir, 0 solvente foi
removido de cada mistura em evaporador rotatérimediatamente antes do
inicio do experimento, adicionou-se uma solu¢ad@q4mL) de sacarose a 10%
(g/mL) até que fosse obtida uma pasta homogénea.

Utilizaram-se trés concentragbes para cada uma alasstras,
empregando-se como referéncia para os célculosassas do extrato bruto de
C. floribundus(200, 400 e 600 mg). Quanto as massas das frégbé¢s) G-09-

1, G-09-2, G-09-3, G-09-4, G-09-5, G-20-1, G-20@-20-3, que foram obtidas
durante os processos de lavagens com solventean(heacetato de etila e

metanoal), foram calculadas de acordo com a segfdintaila (1):

MFR = [(CEB*6) *MF]/MTEB*1,2; (1)

Onde CEB é a concentracéo do Extrato Bruto em ptpaa (mg.q);
MF é a massa da fracdo obtida durante o fracion@n{git MTEB é a massa
total do extrato bruto (240 g) e 6 é o numero ¢etiedes utilizadas em cada
tratamento.

Com relacdo as massas das fracdes obtidas durqatei@io liquido-
liquido da fracdo soltvel em metanol (MFA), foraaicaladas de acordo com a
seguinte formula2):

MFA= {[(CEB*6) *MFMeOH]/MTEB*1,2}*MFase} MTFMeOH (2)
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Onde CEB é a concentracéo do extrato bruto em mélgea (mg.d);
MFMeOH é a massa da fracdo metandlica (G-09-5); BI'€E& massa total do
extrato bruto (240 g); MFase é a massa obtida apasticao liquido-liquido da
fracdo metanolica (G-09-5) resultando nas fase@nicg (G-20-2), aquosa (G-
20-1) e residuo (G-20-3) e MTFMeOH é a massa d@dranetandlica (G-09-5)
utilizada para a particdo liquido-liquido. As masda cada uma das amostras na
dieta final sdo apresentadas na Tabela 1. Parar tassubstancia isolada,
utilizou-se célculo proporcional de massa da subgéisolada (MUSI) dentro

de cada etapa do fracionamento, de acordo cormuingefdrmula 8):

MUSI = {{(MTF*MSI/MFC) *MTFA/MTUC] *MTCB/MTFA} *FC  (3)

Onde MTF € a massa total da fracdo a partir dat&utia isolada (G-
82) foi obtida (G-38-02 + G-38-03=2,09 g), MSI éassa da substancia (G-82-
04) isolada (318,2 mg), MFC é a massa parcial algéfr (G-38-02 + G-38-03)
utilizada na coluna (600 mg), MTFA é a massa dgéfrasoltvel em acetato (G-
82-04; 15,96 g), MTUC é a massa total da fracd@%63) utilizada no primeiro
fracionamento por cromatografia em coluna (4,9MJ,CB é a massa total
equivalente a concentracdo de 400 mg/g da frac&8®{& 0,191 g) a qual foi

efetiva contra formigas cortadeiras e FC é o fagocorrecao utilizado (2,32).
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Tabelal FracGes obtidas durante o fracionamengxttato bruto metandlico
de Croton floribundus massa total de cada fracdo (MF), rendimento
de cada fracdo em relacdo a massa total do ekmatio ou a massa
total da fracdo solivel em metanol do extrato hretonassas das
fragBes que foram utilizadas nas concentracbesaquies a 200,
400 e 600 mg/g no experimento (MUE) céta sexdens

Fracdes MF(g) Rendimento (%) MUE (g)
Fracdo soluvel em hexang 0,1435
23,92 9,96* 0,2870
(G-09-1) 0,4305
Residuo da fragéo solavel e 43 2 69* 88§§$
hexano (G-09-2) ' ' 0’0971
Fracdo soluvel em acetato d(—i 0,0957

*

etila (G-09-3) 5,97 6,65 8;:;2
Residuo da fragéo solavel en, oo 106* 88;32
acetato de etila (G-09-4) ' ' 0’0459
. . 0,9996
Fragdo soluvel em metanol166 60 69 41+ 1.9992
(G-09-5) | , 2.9988
0,6124
Fase aquosa (G-20-1) 4,90 61,27** 1,2249
1,8374
0,1028
Fase orgéanica (G-20-2) 0,83 10,32** 0,2057
0,3097
0,1737
Fase intermediaria (G-20-3) 1,39 17,37** 0,3474
0,5211

*Em rela¢@o & massa total do extrato bruto, queder@40 g; ** em relagdo & massa
total da fracdo sollvel em metanol (G-09-5) doagtbruto, que era de 8 g.

As polpas citricas impregnadas com as amostrasemmdestadas (2,0
g), foram colocadas em placas de Petri e ofereéigldsrmigas por um periodo
de 24 horas. Ap6s esse periodo tais dietas foracadas por dieta artificial,

composta de glicose, bacto-peptona, extrato dellese Agar e agua destilada
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(BUENO et al., 1997). Para o preparo desta didifical, apdés a adicdo da
Agua aos outros componentes, a mesma foi estéaliza autoclave a 12C
por 20 minutos. Ao final, foi vertida em placa detrP Pedacos de +1 érdesta
dieta foram oferecidos as formigas durante toderéodo de avaliacao.

A mortalidade das operérias foi avaliada Ao4, 3, 5°, 7°, &,
11% 12, 15, 17, 19 e 22 dia depois do oferecimento das dietas impregnadas
com o extrato bruto d€. floribundus com suas fracbes ou com a substancia
purificada a partir do mesmo. Todo o experimenioctmduzido em camara
climatizada com temperatura de 21+2 °C, com 24shdeaescotofase e umidade
relativa (U.R.) de 70%. Os dados foram submetidandise de sobrevivéncia,
usando a distribuicdo de Weibull. Realizou-se aioda&ste de contraste para
verificar semelhanca entre os tratamentos, cri@edogrupos de efeitos
semelhantesy2; p<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas ©
programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2005) do pa&cestatistico
Survival (THERNEAU, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme relatado por Santos (2013), o extrato mddito bruto
(EBMeOH) de cascas d€. floribundus apresentou diferenca entre as trés
concentracBes avaliadas A melhor atividade forraida observada na menor
concentracdo de 200 mglg polpa citrica, a qual apresentou a¢éo retantasia
primeiras 24 horas e mortalidade maior que 96% &fddias, sendo o tempo
letal para 50 % da populacdo gLigual a 6,3 dias. J& para a concentragao de
400 mg/g de polpa citrica, a mortalidade foi masxd® tanto apos 24 horas
(2,42%) quanto ap6s 21 dias (71,28%). O valor dg 13,4 dias) também
deixou evidente que o aumento na concentracaotdat@xiiminuiu a eficiéncia
do mesmo. A maior concentracdo deste extrato ve@g@®®mg/g de polpa
citrica) apresentou elevada mortalidade apés 2dsh@0,94%) e apds 21 dias
(100%), bem como reduzido valor desfl(1,65 dias). As testemunhas sem e
com a sulfluramida apresentaram curvas de mortdidgistintas, sendo as
mortalidades respectivamente de 1,74% e 14,95% 24dworas, e 59,13% e
99,97% apods 21 dias. Os valores dggferam respectivamente de 22,89 dias e
4.1 dias.

No experimento com a fracdo sollvel em hexano (@)08o extrato
metandlico bruto das cascas @ floribundus observou-se o resultado
conforme descrito por Santos (2013), pois em todas concentragcfes
equivalentes as do extrato bruto estudadas (200,e4600 mg/g de polpa
citrica), a referida fracdo tinha um comportameestatisticamente igual ao
observado para a testemunha sem ingrediente ativdalidade de 0,82% apds
24h e de 37,75% apobs 21 dias), enquanto paraeamiesha com ingrediente
ativo (sulfluramida) a 0,3 mg/g se observava muolddle de 2,24% apés 24 h e
de 72,77% apos 21 dias. Quanto agylkra de 13,1 para tal testemunha. Um
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resultado similar foi obtido para o material préeiggo (G-09-2) a partir da
fracdo sollvel em hexano (G-09-1).

O experimento com a fracdo solivel em acetato itke (-09-3) do
extrato metanodlico bruto de€. floribundus também apresentou resultado
conforme descrito por Santos, (2013). Para a saiflida a 0,3 mg/g foi
observada maior mortalidade ao longo do tempo90,2fiés 24 horas e 82,18%
apoés 21 dias. O Tk foi de 13 dias. Para as concentracdes mais eleda&-
09-3 (400 e 600 mg/g de polpa citrica), observasammortalidades de 0,12%
apo6s 24 horas e 64,72% ap6s 21 dias. g L de 17,5 dias. Quanto a menor
concentracdo de G-09-3 (200 mg/g de polpa citriza)l s, observado foi de
20,6 dias, enquanto para a testemunha negativadgior do que 21 dias.

Quanto ao material precipitado (G-09-4) a partirfrdgéo soltvel em
acetato de etila (G-09-5), também apresentou cdmpento semelhante ao
descrito por Santos (2013). Apesar de todas aseotmacdes estudadas (200,
400 e 600 mg/g de polpa citrica) terem diferiddefiemunha sem ingrediente
ativo (26,23% de mortalidade apds 21 dias), o idgematerial precipitado
apresentou baixa atividade formicida, pois a mididdle correspondente foi de
apenas 40,29% ap0s 21 dias, enquanto g fla maior do que 21 dias (Figura
4).

A fracdo soluvel em metanol (G-09-5) do extratadmetandlico de.
floribundusapresentou , quando na concentragdo mais baixésestegada (200
e 600 mg/g de polpa citrica, respectivamente), atidade de 80,54% das
formigas apos 21 dias de avaliacdo, sendo & Tarrespondente de 11 dias.
Quando na concentracdo intermediaria, a referidadfr apresentou valores
menores de mortalidade (1,80% apds 24 horas e %3x®s 21 dias) e maior
valor de Tlso (16 dias), embora tais valores ainda tenham siflyetites dos
observados para a testemunha sem ingrediente @ti28% apds 24 horas e
50,01% apés 21 dias; 21 dias).
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Os resultados obtidos com o extrato metandlicoobdass cascas de.
floribunduspermitiram confirmar a capacidade desta planta pgoroducéo de
substancias potencialmente Uteis para o controlefodmigas cortadeiras.
Durante o fracionamento inicial por lavagens colwestes, tais substancias se
concentraram nas fracdes sollUveis em acetato lde(€t09-3) e em metanol
(G-09-5), j& que tais fracbes foram as que causammmaiores mortalidades
para as formigas cortadeiras. Tais resultados soggque a planta produza mais
de uma substancia ativa contra as formigas, o @quece razoavel, pois ha
relatos na literatura de outras espécies vegeda#sgs quais mais de uma fragédo
se mostrou ativa contra insetos. Para exemplifecgrossivel mencionar as
fracdes metandlicas sollveis em diclorometano arn@xde folhas e ramos de
Helietta puberulaRE Fr. (Rutaceae), fragcbes metandlicas dos extsaidweis
em diclorometano e acetato de etila de folhaR deommunigEuphorbiaceae)
(BIGI et al., 2004), fracdo metandlica de extragxdnico deCedrela fissilis
Vell. (Meliaceae) (BUENO et al., 2005), e a frag@divel em acetato de etila
de extratos metandlicos dérola sebiferaAubl. (Myristicaceae) (BICALHO et
al., 2012). O fato de substancias polares ou corarigade intermediaria
apresentarem acdo formicida ndo se caracteriza eon® regra, ja que ha
relatos de fragdes ou substancias isoladas deematapolar que apresentaram
atividade formicida e/ou fungicida (BIAVATTI et al2002; ARAUJO et al.,
2008; PENAFLOR et al., 2009).

O processo de fracionamento da fracédo soluvel eranole(G-09-5) por
particdo liquido-liquido resultou em trés novasces: organica (G-20-2),
aquosa (G-20-1) e um residuo insoluvel (G-20-33o@portamento da curva de
mortalidade nas maiores concentracfes (400 e 6@@ de polpa citrica) da
fracdo aquosa (G-20-1) foi semelhante ao obserpada a testemunha com
sulfluramida a 0,3 mg/g (87,69% apoés 21 diassFL9 dias). A curva de

mortalidade para a menor concentracdo da fragdosag{200 mg/g de polpa
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citrica) foi estatisticamente diferente daquela idabt com as maiores
concentracBes, mas ainda diferiu da testemunhairggnediente ativo (Figura
2).
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Figura2 Mortalidade de operarias Atta sexden@pods a ingestdo de polpa
citrica impregnada com a fracdo aquosa (G-20-lyemiente da
fracdo sollvel em metanol (G-09-5) do extrato m@ten bruto de
Croton floribundus Foram empregadas trés concentracfes da fragédo
aquosa: 200, 400 e 600 mg/g de polpa citrica

A fase aquosa deC. floribundus apresentou ac¢do formicida e
comportamento semelhante ao inseticida comerciflsumida 0,3 mg/g. O
aumento da mortalidade observado nos experimentas persisténcia dos
sintomas de intoxicacdo (movimento lento, paraksdistendimento das pernas
traseiras, e sintomas de diarreia), sdo caradtadststreitamente ligadas a acao
retardada de um ingrediente ativo, que é exprassoimlmente apds 24 horas
(NAGAMOTO et al., 2004). A acédo retardada de ingFetks ativos para a
formulacdo de formicidas é uma caracteristica essefa que as coldnias de
formigas cortadeiras sdo muito populosas e o seutrate depende da
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contaminacdo da rainha. Caso as formigas detectenogsubstrato utilizado
ndo € adequado, elas deixam de carrega-lo, podealdaive retirar partes do
fungo simbionte contaminado com esse substrattando-as nas camaras de
lixo (BRUGGER et al., 2008).

Em nossos experimentos (teste da fracdo solUvehetanol G-09-5 e
teste da fragdo aquosa G-20-1), foi possivel obséovmigas multiladas, apesar
destas nao terem sido quantificadas. Tal fato, gdiahsido observado em
experimentos anteriores com o extrato brut@déoribundus O terpenoides-
eudemol é capaz de modificar a composi¢éo quindceuticula das operérias,
interferindo no reconhecimento das companheirasnid@o e provocando
comportamento de alarme e agressdo (MARINHO et28005; 2008). Esse
comportamento ja havia sido observado por Northyddoe Jackson (2000)
quando as operarias de sexdengoram expostas ao composto cariofileno, o
qual pode funcionar como feromdnio de alarme. Adéss0, ja foi detectado que
alguns terpenoides (eugenokigerpineol) podem causar sinais de toxicidade,
como mudancas no batimento cardiaco e no nivel BHPCA (Adenosina
Monofosfato Ciclico) no sistema nervoso, além dugbeio da atividade dos
receptores octomapinicos em baratas (ENAN, 2001).

A fase organica (G-20-2) e o material insolivel 2G3) nao
apresentaram resultados expressivos contras agyésmortadeirag. sexdens
(Figura 3 e 4). Em ambos o0s experimentos se olrsenvarés curvas de
mortalidade distintas. A primeira curva é referentestemunha com ingrediente
ativo (sulfluramida), a qual apresentou elevadatalidade apods 21 dias de
avaliacdo (>89%) e T4=10,3 dias. Na menor concentra¢do (200 mg/g deapolp
citrica), ambas as fragBes formaram um grupo cargé&om a testemunha sem
ingrediente ativo, que apresentou mortalidade mgoer45% apés 21 dias de
avaliacdo, e Tig>21dias. A terceira curva de mortalidade é reptes@npelas

concentracbes de 400 e 600 mg/g de polpa citricguais formaram grupos
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congéneres, com mortalidade um pouco maior que 8p%s 21 dias de
avaliacdo e Tk=19,1 dias (Figura 3 e 4).
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Figura4 Mortalidade de operarias Atta sexdengpols a ingestdo de polpa
citrica impregnada com a fracé@o residual (G-204®veniente do
processo de particdo liquido-liquido da fragc&o \ssliem metanol
(G-09-5) do extrato metandlico bruto @eoton floribundus Foram
empregadas trés concentracdes da fracdo: 200, 400 eng/g de
polpa citrica

Uma vez realizados os testes bioldgicos para fientias fracdes ativas
contraA. sexdenssubmeteu-se a fracdo solUvel em acetato de(€t@0-3) do
extrato bruto metandlico dé. floribundusa varios fracionamentos por métodos
cromatograficos, o que resultou na obtencdo de dlidoscristalino e incolor
(G-82-04), que se apresentava puro segundo anaéiaéizadas por CCD. O
espectro de RMN®C deste sélido em solucdo de CP@presentou 20 linhas
espectrais (Tabela 2, Figura 1 do Anexol), derdrguais se destacavam dois
sinais na regido de carbonos olefinicds 102,9 e 155,88 ppm) e um sinal
referente a um carbono carbonilico &84,6 ppm (Figura 1 do Anexol)

No espectro de RMNH (Figura 2 do Anexol) foi possivel observar
varios sinais na faixa de 0,8 a 4,8 ppm, dentguass se podem mencionar dois
grupos metil emvy 1,24 (3H,s) e 0,95 (3H,s) ppm. Também vale destesa
sinais emdy 4,79 (1H,s) e 4,73 (1H,s) ppm, que foram atribsiido dois
hidrogénios olefinicos (Tabela 2, Figura 5).



Figura5 Estrutura quimica de G-82-04 (acido caiper)
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Tabela2 Comparacdo entre os dados de RfNe 'H de G-82-04 com os
dados da literatura para o acido caurenoico (MOMKIT&L., 1988)

Acido caurenoico G-82-04
. oc o 3
POSIGA0  mymultiplicidade  (ppm)  (ppm)/multiplicidade 0" (PP™)
1 40,7 / CH2 41,24 ] CH2 1,01-1,89
(m,2H)
2 19,1/ CH2 19,05 / CH2 1,44 (m,2H)
3 37.8 / CH2 37,74/ CH2 100 (dt,
J1=4Hz,
J2=13Hz,
2H)
4 438/ C 43,71/C :
5 57,1/ CH 57.01/ CH 1,02 (m, 1H)
6 21.8 / CH2 21,79/ CH2 1.8 (m, 2H)
7 41,3/ CH2 40.66 / CH2 151-1.49 (i,
J=3,4Hz, 2H)
8 4421 C 44,19/ C ;
9 55.1 / CH 55.05 / CH 1,06 (d,
J=7Hz,1H)
10 39,7/C 39,66/ C ;
11 18,4/ CH2 18,40 / CH2 1,61-1,53
(m, 2H)
12 33,1/ CH2 33,08 / CH2 1,51-1,49 (i,
J=3,4Hz, 2H)
13 43,9/ CH 2,65(s, 43,81/ CH 263 (1,
1H) J=3,8Hz, 1H)
14 39,7 / CH2 39,63 / CH2 1,47-1,40
(m, 2H)
15 49,0/ CH2 48,81/ CH2 2,07-2,03 (q,
J=2.,6Hz, 2H)
16 155.9/C 1559/ C :
17 103.0 / CH2 4,77(s, 102,9 / CH2 479 (s, 1H)
2H) e 4,73 (s,
1H)
18 29,0 / CH3 1,25 28,94/ CH3 1,24 (s, 3H)
(s, 3H)
19 184,6/ C 184,6/ C :
20 15,6 / CH3 097 1556/ CH3 0,95 (s, 3H)

(s, 3H)

* m = multipleto e s= simpleto

Anexol) permitiu

O mapa de contorno da correlacid x 'H (COSY) (Figura 3 do

identificar varios acoplamentostrenos atomos de
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hidrogénio. Para exemplificar, é possivel menciomar acoplamento alilico
entre os atomos d&l com sinais endy 4,79 (1H,s) e 4,73 ppm (1H,s) com os
atomos déH metilénicos com sinais edy 2,06 ppm.

No mapa de contorno da correlacdo heteronucfeax(*C) a curta
distancia (HSQC) (Figura 4 do Anexol) se observaramcoplamentos entre os
atomos deé>C e os atomos d# a eles diretamente ligados. Este foi o caso, por
exemplo, dos atomos di com sinais endy 4,79 (1H,s) e 4,73 (1H,s) ppm, que
acoplavam com o atomo & com o sinal eric 102,9 ppm (CH).

No mapa de contorno da correlacdo heteronucteax (°C) a duas e
trés ligacbes (HMBC; Figura 5 do Anexol), obsemase varias correlagdes.
Havia, por exemplo, a correlacdo de hidrogéniadg263 ppm com 0s atomos
de*C com sinais emc 48,81 e 44,19ppm; do hidrogénio ém2,06 ppm com
os atomos dé’C com sinais emjc 155,9, 55,0 e 43,81 ppm. Também foi
ppm com os carbonos et 155,9, 48,81 e 43,81 ppm; dos hidrogénios
metilicos emdy 0,95 com os carbonos &in 39,66, 41,24, 55,05 e 57,01 ppm; e
do hidrogénio endy 1,0 ppm com os carbonos &n 15,56, 28,94, 43,71 e
55,05 ppm. Em adicdo, o acoplamento dos hidrogémieilicos emdy 1,24
ppm com os carbonos eda 37,7, 43,8 e 57,0 ppm, os acoplamentos entre 0s
atomos de'H com sinais endy 1,24, 1,09 e 1,00 ppm e o atomo'd@ com
sinal emdc 184,6 ppm.

Por meio das analises dos dados obtidos por espegpia de
ressonancia magnética nuclear, foi possivel canstubestruturas para a
identificacdo da substancia G-82-04. Ha, por exemm sinais do COSY que
mostraram um acoplamento alilico entre os atomdsid®m sinais end, 4,79
(1H,s) e 4,73(1H,s) ppm com os atomos‘demetilénicos com sinais edy

2,06 ppm, prevendo a subestrutArda Figura 6.
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s "

17

Figura 6 Subestrutura A presente na estrutura lostancia G-82-04 segundo
a interpretacéo dos dados de RMiNe COSY. Os atomos del da
posicdo 17 acoplam com aqueles da posi¢édo 15

Por meio das correlacbes do HMBC foi possivel Vizaa os
acoplamentos entre o atomo de hidrogéniodgi®,63 ppm e os atomos e
com sinais endc 48,81 e 44,19 ppm conforme a subestruBif@&igura 7). As
correlagBes entre o hidrogénio ém2,06 ppm e os atomos &€ emd. 155,9,
55,0 e 43,81 ppm sugeriram a subestru@i@igura 7). Foi possivel também,
visualizar a subestrutur® (Figura 7) por meio dos acoplamentos dos
hidrogénios vinilicos endy 4,79 e 4,73 ppm com os carbonos &ml55,9,
48,81 e 43,81 ppm.
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Figura 7 Subestrutura presente na estrutura ddaseis G-82-04 segundo a
interpretacdo dos dados de HMBC

As correlagdes entre os &tomos de hidrogéniosiocostiémdy 0,95 ppm
e os atomos de carbono com sinais &189,66, 41,24, 55,05 e 57,01 ppm
permitiram propor a subestrutUgaFigura 8). Tal proposta foi corroborada pela
correlacdo entre o 4tomo de hidrogénio&ni,0 ppm e os &tomos de carbono
emdc 15,56, 28,94, 43,71 e 55,05 ppm (subestrukyrkigura 8). De forma
analoga, observou-se também a correlacdo entretomsos de hidrogénio
metilicos endy 1,24 ppm e os atomos de carbono com sinai8-€37,7, 43,8 e

57,0 ppm (subestrutufd, Figura 8).

Figura 8 Subestrutura presente na estrutura ddaseis G-82-04 segundo a
interpretacdo dos dados de HMBC, sugerindo a pgasele um
sistema derivado da decalina
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Os acoplamentos entre os atomosteom sinais endy 1,24, 1,09 e
1,00 ppm e o atomo déC com sinal endc 184,6ppm indicaram que o grupo
carboxila se encontrava ligado a C-4, conformesgm®&ado na subestrutura
(Figura 9).

HOOC CHg

A

Figura9 Subestrutura presente na estrutura ddaseis G-82-04 segundo a
interpretacdo dos dados de HMBC, sugerindo queaupogcarboxila
se ligue ao carbono 4

De acordo com dados de RMRC da literatura de derivados do &cido
caurenoico, pode-se observar que, quando o grugmxika se encontra na
posicéo axial e o grupo metil na posi¢do equatarilalores de deslocamentos
guimicos para o0 grupo metil se apresentam em fedg 29,0 ppm. Por outro
lado, quando o grupo carboxila estd na posicaotedqalae o grupo metil na
axial, este passa a absorver em aproximadandnt3,0 ppm (ATTA-UR-
RAHMAN; AHMAD, 1992). Desta forma, o valor de destomento quimico do
metil emd¢ 28,9 ppm observado no espectro de RMBlde G-82-04 (Figura 1
do anexo) foi condizente com a estereoquimica dpagcarboxila na posicao
axial. Todas as analises realizadas (Figuras3,,£2¢ 5 do anexo) corroboraram
para a atribuicdo da estrutura do adihbcaur-16-en-19-oico a substéncia G-
82-04.

A substancia isolada (G-82-04, acido caurenoicod m@resentou

atividade formicida contra operarias ée sexdensSeu comportamento foi
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semelhante ao da testemunha sem ingrediente atij@, mortalidade foi de
0,62% apoés 24 horas e de 20,93% apéds 21 diagedtemunha com ingrediente
ativo apresentou elevada mortalidade ap6s 21 ddasvdliacdo (85,19%) e
TLs=9 dias.

Este composto (G-82-04) é um diterpeno caurarécisojado a partir de
Croton argyrophylloidesMuell. Arg. (MONTE et al., 1988), que apresenta um
amplo espectro de bioatividades como anti-inflamaté antifingica e
antiulcerogénica (GHISALBERT et al., 1997), alémaliwidade moluscida e
cercaricida (MEDINA et al., 2009). Também ha mefate atividadén vitro
contra formas tripomastigotas doipanossoma cruzfVIEIRA et al., 2002) e
inibicdo de larvas de LepidopterddJiothis virescens-abricius,Heliothis zea
Boddie ePectinophora gossypiell8aunders), que se tratam de pragas da cultura
de algoddo (ELLIGER et al., 1976). Além disto, datado que tal &cido
apresenta moderada atividade inseticida contraladg@roCylas formicarius
Fabricius, que é uma praga da cultura de bataia @ARDMAJA et al., 1995).

Apesar de haver relatos na literatura da atividdmlécido caurenoico
contra insetos, e do fato de ele ter sido o comper@rincipal da fracdo soltvel
em acetato de etila (G-09-3), que se mostrou ativera formigas cortadeiras,
guando utilizado na forma pura para impregnar gaadlitrica oferecida a
formigas cortadeiras, nenhum efeito p6de ser obdersobre tais insetos.
Talvez este resultado indique que a atividade ftidmipode ser atribuida a acao
conjunta de compostos, ao invés da acdo de uma &alistancia (BUENO et
al., 2005; MORINI et al., 2005). No estudo realizgqubr Morini et al. (2005) em
que os autores avaliam a toxicidade de sementegedgelim em formiga
cortadeiraAtta sexdensa fracdo acetato de etila apresentou elevadaidexlie,
porém o seu componente majoritario sesamin sé & afetiva quando esta

em sinergia com o composto sesamolin.
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5 CONCLUSAO

O extrato metandlico bruto das cascas Gle floribundus contém
substancias ativas pafa sexdens Ao se fracionar tal extrato por lavagens com
solventes, observa-se que as substancias atiwasegetram principalmente nas
fracOes sollveis em acetato de etila e em metaDatomponente principal da
fracdo sollvel em acetato de etila é a substamatificada como acido
caurenoico, embora este isoladamente ndo tenharagoste ativo. Mais
pesquisas devem ser realizadas visando o isolamentdentificacdo de
moléculas com atividade formicida para futuro usopigcas toxicas a formigas

cortadeiras.
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CAPITULO 3 Selecio virtual de substancias inibidora da corismato

mutase deMeloidogyne incognita Kofoid e White

RESUMO

Estudos da relacdo entre nematoides do gévetoidogynee plantas
demonstram que a enzima corismato mutase é resbpeda inducdo do sitio
de alimentacdo dos nematoides nas plantas. Comer’aima ndo esta presente
em outros animais, é um possivel alvo para o debgmento de novos
produtos para o controle de nematoides que, naemgasde inibidores da
corismato mutase, ndo poderdo induzir a formacamlldas gigantes nas raizes
das plantas e, em decorréncia, morrerdo pela daltalimento. Os inibidores
dessa enzima poderdo, no futuro, iniciar uma geratgi moléculas toxicas
somente aos fitonematoides para o mercado, aléadid@®nar conhecimento
sobre novo modo de acdo de moléculas no contreledgatdgenos de plantas.
Consequentemente, buscou-se no presente trabaliiearuta quimica
computacional para modelar a sequéncia de amirasdd enzima corismato
mutase deMeloidogyne incognitaUma vez com o modelo tridimensional da
enzima, passou-se a realizacdo desareeningvirtual a partir de 21 milhdes de
substéncias, para encontrar aquelas com as mafineades pelo sitio ativo da
enzima. As substéncias selecionadas foram virtugbneanqueadas, o que
permitiu escolher 245 substancias com afinidadei®res que as observadas
para o corismato e para o (1R,3S,5S,8R)-8-hidrext#biciclo [3.3.1] non-6-
eno-3,5-dicarboxilato, que sédo considerados ligadi enzimas desta classe.
Com isto, direcionaram-se futuros testesitro e em casa de vegetacao para o
desenvolvimento de novos produtos para o contebd.dncognita

Palavras chave: Dinamica molecular. Ancorameftematoide.
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CHAPTER 3 Virtual selection of inhibitors of chorismate mutase
produced by Meloidogyne incognita Kofoid and White

ABSTRACT

Studies regarding the relation between nematodehedfeloidogyne
genus and plants demonstrate that the enzyme pfaddgsmutase is responsible
for the induction of the nematode’s feeding siteptamts. As this enzyme is not
present in other animals, it is a possible targettie development of products
for controlling nematodes which, in the presence cbbrismate mutase
inhibitors, will not be able to induce the formatiof giant cells on plant roots
and, as a result, will die for lack of food. Théilsitors of this enzyme might, in
the future, initiate a generation of molecules ¢ooily to the phytonematodes,
in addition to adding knowledge on a new form di@cof the molecules in the
control of these plant pathogens. Consequentlypthsent work sought to use
computational chemistry to model a sequence of amicids of the enzyme
chorismate mutase produced k\eloidogyne incognitaOnce with the three-
dimensional model of the enzyme, we performed tuafrscreening with 21
million substances in order to find those with thighest affinities to the
enzyme’s active site. The selected substancesvirtually ranked, allowing us
to choose 245 substances with higher affinitiesht® enzyme than those
observed for chorismate and for (1R,3S,5S,8R)-8het-
oxibicyclo[3.3.1]non-6-eno-3,5-dicarboxylate, whiele considered binders of
enzymes from this class. Consequently, we set epésis for futuren vitro
and greenhouse tests aiming at the developmengwefpmoducts to contrdl.
incognita

Keywords: Molecular dynamic. Docking. Nematode.
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1 INTRODUCAO

O géneroMeloidogyne possui mais de 90 espécies de nematoides
parasitas de plantas (HUNT; HANDOO, 2009), densegaais se destacam
Meloidogyne incognita(Kofoid & White), Meloidogyne javanica(Treub),
Meloidogyne arenaria(Neal) e Meloidogyne hapla(Chitwood), que séo
responsaveis por 95% dos prejuizos causados péciespdesse género a
agricultura mundial (SASSER; FRECKMAN, 1987; MOURZ996). Devido a
ampla distribuicdo geografica dos nematoides dgitero e ao dificil controle
dos mesmos, esses fitoparasitas podem ser catmdusizdentre os mais
importantes fitopatégenos e principais obstaculopréducdo de fibras e
alimentos no mundo (MOURA, 1996; MOENS, PERRY; STAR009).

As praticas agricolas para o controle de nematditgmrasitas ndo sao
efetivas (ATKINSON; URWIN; MCPHERSON, 2003; WILLIABON,;
GLEASON, 2003). Além disto, a aplicacdo de nenwdE pode ser
excessivamente cara (SHOMAKER; BEEN, 1999; DINARBDIIRANDA,
PIVETTA; FRACASSO, 2008) e representa sérios rist@ontaminacdo do
meio ambiente e de intoxica¢do do agricultor e wandor com substancias de
elevada toxicidade (JEYARATNAM, 1990). Em algunsispa europeus a
restricdo para o uso de varios destes pesticidastenentado, 0 que obriga o
produtor a buscar novos métodos de controle de toatea (WESEMAEL;
VIAENE; MOENS, 2011). Somando-se isto ao fato destsdos holandeses em
fazendas experimentais demonstrarem que o custmomtoole de nematoides
pode equivaler a trés vezes a soma dos gasto® par#role de insetos, fungos
e plantas daninhas para culturas em geral (BIRDL®3HIAN, 2003), tem-se
como resultado uma demanda cada vez maior por rteeaslogias para o
controle de fitonematoides (FERRAZ; FREITAS, 2004).
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Os fitonematoides endoparasitas sedentarios, dewvdrequais se
encontram aqueles do généeloidogyne formam uma interagdo muito intima
e sofisticada com a planta hospedeira (ABAD et 2003), promovendo a
invasdo do tecido vegetal, a evasdo dos mecanidmakefesa da planta e a
formacédo dos sitios de alimentagdo permanentes [BAMUSSEY; BAUM,
2004). Sabe-se que uma das enzimas que particiEsm®se dorocesso é a
corismato mutase, que tem a fungcdo de induzir ando@io do sitio de
alimentacado nas raizes do hospedeiro. Se o sititmrea ndo funcional, o
nematoide morre, e vice-versa, indicando que o ieado sitio necessita de
estimulos continuos do nematoide para permanecsy @EOVERSE; DE
ENGLER, 2000). Logo, substancias capazes de irdbicorismato mutase
produzida pelos nematoides apresentam grande palt@aca serem utilizadas
no desenvolvimento de novos produtos para o centteltais fitoparasitas, com
atuacdo somente na interagdo planta nematoiderisems de toxicidade para o
homem e animais. Assim poderdo surgir novos neidasic'environmental
friendly’. Em decorréncia, iniciou-se o presente trabalbm @ objetivo de
modelar as sequéncias de aminoacidos dessa epzipainda ndo esta descrita
a estrutura tridimensional da corismato mutaseMédidogyne incognitaA
seguir, buscou-se utilizar o modelo gerado em pgsmede ancoramento
(docking de diversas substancigmra selecionar virtualmente aquelas que
possam inibir a corismato mutase produzida jgorincognitga para que as
mesmas sejam utilizadas no desenvolvimento de rurookitos para o controle

de nematoides parasitas de plantas.
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2 REVISAO LITERARIA

2.1 Fitonematoides

Os nematoides, comumente chamados de vermes ateshs) sdo
extremamente abundantes, representando 80% duilunui do reino Animalia
(PLATT, 1999). Sao extensivamente diversificadasn @stimativas de que 100
mil a um milhdo de espécies (DE LEY; BLAXTER, 20@@mponham o filo
Nematoda. Apesar da estrutura relativamente simplbs dentro de tubo, eles
exibem perfeita adaptacdo aos mais diferentes sigwologicos. A grande
maioria das espécies de nematoides é de vida-f@rgue se alimentam de
bactérias, algas, fungos ou outros nematoides. @eral de espécies que
parasitam hospedeiros de diferentes filos e reinbem menor, o que sugere
certa predisposicdo adaptativa para a evolucdo adasiismo (BALDWIN;
NADLER; ADAMS, 2004), seja em animais (vertebradesinvertebrados) ou
em plantas (PARKINSON et al., 2003; SCHOLL; BIRDOB).

Dentre os nematoides parasitas de plantas se eamtomijueles que
podem ser classificados como endoparasitas semsntélestacando-se trés
géneros:Globodera Heterodera (ambos nematoides formadores de cisto) e
Meloidogyne (nematoides formadores de galhas, NFG). Estegg@adé séo
altamente danosos para varias culturas pelo mufa@a §SASSER, 1980;
FRAGOSO et al., 2007), acarretando perdas na dtyriaumundial de US$ 157
bilhdes anualmente (REIS Jr.; FRAGOSO, 2008).
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2.2 GéneroMeloidogyne

A palavraMeloidogynevem do gregamnelon que significa meldo ou
cabaco (o fruto do cabaceiro); magdes(ou oid), que quer dizer semelhante; e
gyne que significa mulher ou fémea. Logo, a palavtaloidogynesignifica
fémea semelhante a uma cabaca. Entretanto, essestgs sdo vulgarmente
conhecidos como nematoides das galhas. Pertenéestasse Secernentea,
ordem Tylenchida, super-familia Tylenchoidea e f@miMeloidogynidae
(TIHOHOD, 1993), 0 génerbleloidogynepassou quase despercebido por muito
tempo, sendo revalidado e amplamente aceito aepastir de 1949, apés a
publicagcéo do artigo classico de B. G. Chitwood; i intitulado “Root-knot
nematodes: Part I. A revision of the gemMisloidogyné (LORDELLO, 1988).
Atualmente, mais de 90 espéciesMieloidogyneja foram descritas, sendd.
incognita M. javanica M. arenaria e M. haplaas mais difundidas e as que
ocasionam maiores prejuizos para a agricultura mu(lE WAELE; ELSEN,
2007).

Os nematoides desse género podem ser dissemirmadogie de mudas
ou sementes infestadas, que s&o distribuidas pmtuiores e servicos de
fomento. Também podem ser transportados dentrorojripdade ou entre
propriedades vizinhas por meio de solos aderentaplamentos agricolas, bota
de trabalhadores, agua de irrigacédo etc. (MOURAEIFRS, 1983; CAMPOS,
1985; SANTOS; RUANO, 1997). Estes parasitas saemdiatas, pois infectam
mais de 1700 espécies de plantas, sendo respagameio5% de todas as
infestac6es que levam a perdas agricolas (HUANGI.et2006). Causam
prejuizos que podem ultrapassar 125 bilhdes deeddknuais na agricultura
mundial (CHITWOOD, 2002). Apenas na agriculturaeinacional de soja as
perdas anuais causadas poeloidogynesp. sdo da ordem de U$ 2,7 bilhdes
(TIHOHOD, 2000).
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2.3 Meloidogyne incognita

Esta é a espécie de nematoide fitoparasita de angda distribuicédo
geogréfica, sendo encontrada em todas as areagrtgap e tropicais, até o
limite minimo de temperatura de°@ (TRUDGILL; BLOK, 2001). O ciclo de
vida deste nematoide consiste de seis estagiofdfgcws: ovo, quatro larvais
(juvenis) e adulto. O juvenil do segundo estagid),(fase infectiva do
nematoide, penetra na raiz da planta hospedeirgra ipelo cilindro vascular,
via forca mecanica do estilete e degradacdo enzinéf parede celular e
lamela média, até a zona de diferenciacdo dasasélpéra a formacao do sitio
de alimentacdo, que resulta da modificacdo de aglvlegetais para que
funcionem como dreno de nutrientes para o fitopaidg (GHEYSEN;
FENOLL, 2002). Apos a primeira ecdise, 0 J2 serdifeia em macho quando
em condicdes de parasitismo desfavoraveis. Poo ¢adio, quando a interacao
molecular planta-nematoide é favoravel, ocorreréifeiacdo do J2 em fémea.
Apbs sucessivas ecdises 0 J2 se diferencia emJ43 asumindo uma forma
“salsichoide”. O J4 macho adulto apresenta formaniferme e abandona o
hospedeiro. O J4 fémea apresenta uma forma de @p@&mmnpleta seu ciclo de
vida, geralmente em menos de um més, ao depositer @vos. Em 1957
Saigusa contou 700-800 ovos para cada féméa. decognita Nas condi¢des
atuais sabemos que esse numero pode chegar amalgmrre de 2.000 ovos
(WILLIAMSON; GLEASON, 2003).

O J2 traz consigo 30% de seu peso corporal emdiidue constituem
a principal fonte energética para os gastos noepsuic de penetracdo e
parasitismo do hospedeiro (LEE; ATKINSON, 1977)pérda dessas reservas
reduz a infectividade e a reproducdo do nematdt¢R(STOPHERS et al.,
1997; CAMPOS, 2003), o que pode leva-lo a mortaindy, Bird e Wallace
(1967) verificaram que o armazenamento de J®I.d@cognitaa 25 °C, por 16
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dias, causou perda de 94,67% no teor de lipidioB@® o0 que resultou na perda
de 72,53 e 62,07% da mobilidade e infectividadepeetivamente.

O M. incognita provoca grande destruicdo do sistema radicular,
eliminando praticamente todas as raizes latera@misando fendas no cortex. A
planta entra em declinio, podendo faciimente suaurap6s um quadro
sintomatol6gico que inclui desfolhacdo, clorose itomas de deficiéncia
nutricional. Como esta espécie é altamente poliflagau controle é mais dificil
gue o observado para qualquer outra espécie deaidmaitada (BRASS et al.,
2008). S6 no MéxicoM. incognitaé responsavel por mais de 20% das perdas
horticulturais (TRUDGILL; BLOCK, 2001). No Brasikaculturas mais afetadas
por esse parasita sdo a soja, algodao, feijdo gpetd 40 a 90%), batata e
cenoura (BORGES et al., 2009).

2.4 Corismato mutase

Estudos realizados por Lambert, Allen e Sussex9QJL&®stram que a
corismato mutase dd. javanicaé a enzima responsavel por induzir a formacao
do sitio de alimentacéo, etapa fundamental paaneretizacdo do parasitismo.
A andlise do parasitoma theterodera glycinggealizada por Gao et al. (2003),
revelou a presenca de sequéncias de mRNA que candifa sequéncia de
amino4cidos da corismato mutase na glandula ddsalematoide. Como se
acredita que os produtos desta glandula sdo dilzgelo nematoide para o
controle dos processos celulares da planta hospedsta pode ser considerada
mais uma evidéncia da importancia da corismato seuf@ara a criacdo e
manutencao do sitio de alimentagdo do nematoida &lidéncia mais forte do
papel desta proteina na regulagéo dos processgdaresldo hospedeiro durante
a indugdo e manutencdo dos sitios de alimentagiexpressédo da corismato

mutase deM. javanica (Mj CM-1) em raizes de soja, o que produziu um
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fenétipo caracterizado por baixos niveis de auxd®gdo ao fato da corismato
mutase do nematoide degradar o corismato, queréncigal substrato para a
formacdo de auxinas (DOYLE; LAMBERT, 2003). Genage ¢codificam a
corismato mutase também foram identificados em twdes de cisto da batata
e da soja (BEKAL; NIBLACK; LAMBERT, 2003; JONES el., 2003), e em
M. incognita(HUANG et al., 2005).

A existéncia de homodlogos da corismato mutase efaredies
nematoides endoparasitas sedentarios sugere guerssina tenha um papel-
chave na interacdo planta-nematoide, o0 que a tomalvo em potencial para o
desenvolvimento de novos produtos para o contraeted fitoparasitas.
Ademais, como ndo se observa a sua utilizacdo ea bamanos, ou em outros
animais (CARUSO, 2007), também existe potenciahpgue tais produtos
apresentem toxicidades muito inferiores as obses/gohra os nematicidas
atualmente em uso.

A via metabdlica do chiquimato (Figura 1) é compa$t sete enzimas
que catalisam a conversdo sequencial de eritrdsstdto e fosfoenolpiruvato
ao corismato (KITZING et al., 2004).
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Figural Representacdo simplificada da via do Ghmgio modificada de
Yamada e Castro (2004), demonstrando a atuagéo ndemae
corismato mutase, que reduz a formacao do triptofan

O corismato é um precursor na sintese de metabdtito plantas,
incluindo fitormb6nios, compostos de defesa da plaet trés aminoacidos
aromaticos: fenilalanina, triptofano e tirosinas&s compostos desempenham
papéis criticos no desenvolvimento e defesa dagpl@OYLE; LAMBERT,
2003). Um exemplo é o acido indol-3-acético (IA4de se trata de uma auxina
que pode ser sintetizada diretamente do corismatndiretamente por meio do
aminoécido triptofano (BARTEL, 1997). Outras substas utilizadas pelo
sistema de defesa da planta, cujas biossintesesdlp do corismato, sdo as
fitoalexinas e o acido salicilico (DOYLE; LAMBERTR003), que derivam do
aminoacido aromatico fenilalanina.

Atualmente (fevereiro de 2013), o Protein Data Bapkesenta 34

estruturas tridimensionais de corismato mutasedugidas por bactérias, fungos
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e plantas, que podem ser caracterizadas como moisas)éhomodiméricas,
homotriméricas, etc. Como nado se conhecem as @stsutridimensionais de
corismato mutases produzidas por nematoides, ferm@® que permitam
modelar tais enzimas, como é o caso da quimica w@cipnal, podem ser de
grande valia para estudos nesta area.

2.5 A Quimica Computacional

As proteinas sdo as moléculas organicas encontrasiagodas as
células, pois realizam tarefas fundamentais taatparte estrutural quanto em
outras funcgdes celulares. A funcao de uma pro&steadiretamente relacionada
a sua organizacdo espacial nativa (NOVAES; SCOTU9E que é dependente
da sua sequéncia de aminoacidos. Apesar de havegramde numero de
possibilidades conformacionais para uma sequénea achinoacidos, as
interacBes entre os residuos de aminoacidos depuoteina e destes com o
meio tornam a busca pela conformacdo nativa umepsacespontaneo e nao
aleatorio (Paradoxo de Levinthal). Portanto, coehacestrutura tridimensional
de uma proteina é fundamental para compreender uo figecionamento
(NOVAES; SCOTT, 2009).

Supondo-se que ndo se tenha qualquer informac&e aobstrutura de
uma proteina a ser modelada, a primeira etapar@aerada € a busca pela sua
sequéncia de aminoacidos. Para tanto, existem @oEob®aprimarios e
secundarios de sequéncias de aminoacidos de @®tein de sequéncias de
genes que codificam a producéo de proteinas. Gbgrimarios sao aqueles
derivados diretamente dos dados obtidos a partsedoenciamento de acidos
nucleicos ou proteinas. Eles podem conter, alémsed@éncia em si, outros
dados como uma traduc@o de uma sequéncia de um @DBDNA, sequéncias

padrdao (como sitios de fosforilacdo), promotores ogtras anotacles
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semelhantes. Os principais bancos de dados prisndg@m o0 Genbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), o Europe&minformatics Institute
em parceria com o0 European Molecular Biology Latmya(EMBL-EBI) e o
DDBJ (para sequéncias de nucleotideos) e Uniprara(msequéncias de
aminoacidos). Normalmente, as sequéncias idertidikgelos laboratérios sédo
submetidas aos bancos de dados primarios anteshbiiaagdo do respectivo
artigo. Os autores utilizam recursos como o Bawokilyebin ou o Sakura para a
submiss@o de pequenas sequéncias diretamente pblaow o Sequin, um
programa para editar sequéncias a serem enviagdandénte pela rede ou por
e-mail (em casos de sequéncias muito extensasessias sao enviadas por
FTP, a fim de obter um endereco ftp temporario paraubmisséo). Para
submissBes no Uniprot, utiliza-se a ferramenta dassem Web denominada
Spin. Uma vez submetida, cada sequéncia ganha omerolde acesso que deve
ser citado no manuscrito do artigo e que servirAccom sinal de liberagédo
dessa informacdo para consulta pulblica. Esses $&amen dados sao
fundamentais para as ferramentas de comparacamdérsias.

Os bancos de dados secundarios sao derivados iduérips. Alguns
exemplos sdo: o Blocks (sequéncias ggaps alinhadas de acordo com as
regibes mais conservadas em proteinas do mesmo)gi@PB (o banco de
dados oficial do projeto genoma humano), PROSITH fanco de dados de
familias e dominios de proteinas), REBASE (bancdattos com informacdes
sobre enzimas de restricdo, metilases, de origeonobiana, sequéncias de
reconhecimento, sitios de clivagem, especificidimeetilacao, disponibilidade
comercial e referéncias) (InterPro Ensembl, 2004).

Uma vez selecionada a sequéncia de aminoacidosntdecsse, é
necessario modela-la. Para tanto, faz-se uso dépuotagfio e representacédo
virtual de estruturas moleculares e calculo dagrpdades fisico-quimicas

associadas, por meio de uma vasta gama de fermsnemt métodos
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computacionais e teoricos (SILVA, 2006). As pririfptécnicas de predigédo
das estruturas tridimensionais (3D) de proteinaSP{P por métodos
computacionais sdo: modelagem por homologia, pliedige enovelamento
(threading e predicao por primeiros principicginitio).

O método mais frequentemente usado é o da modelagehomologia,
gue se baseia no principio de que a proteina deesse (proteina alvo) tera sua
estrutura 3D predita usando como referéncia (prateiolde) a estrutura 3D de
outra proteina similar (na maioria das vezes en@mtente relacionada), que
tenha sido resolvida experimentalmente e cujasdeoadas cartesianas de seus
atomos estejam disponiveis em algum banco de demloe® o Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org). Valores minimos de ZB43de identidade obtida
por meio do alinhamento das estruturas primariegu@ncias de aminoacidos)
da proteina alvo e da proteina molde sdo essemeEesque 0 processo possa
funcionar de forma adequada. Um dos programas midizados para tal
finalidade é o Swiss-Model (GUEX; PEITSH, 1997; AGDD et al., 2006).

Para a predicdo de enovelamentbrgading também sdo usadas
informacfes sobre proteinas com estruturas 3D calde e depositadas em
bibliotecas de enovelamentos como o CATH (Classhiécture, Topology,
Homology) (ORENGO et al.,, 1997) e o SCOP (Strutt@mssification of
Proteins) (ANDREEVA et al., 2008). Baseia-se natdiiva de ajustar a
estrutura da proteina de interesse aos tipos deekameentos de proteinas
conhecidas (atualmente mais de 1000 tipos ja foemistrados) e depositados
em bibliotecas de enovelamentos. Geralmente,igaadtd quando o alinhamento
entre a estrutura primaria (sequéncia de aminogcide uma proteina de
interesse e de uma ou mais proteinas de refer@pcesenta uma identidade
inferior a aproximadamente 30%. Um dos programas vgm apresentando
bons resultados com este método é o I-TASSER (W4J.,e2007; ROY et al.,
2010).
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Para a predicao por primeiros principiad (nitio) ndo se faz uso de
estruturas de referéncia experimentalmente ressvidira predizer a estrutura
de uma proteina. Tal método se baseia no uso d@dande energia semi-
empiricas simplificadas, que capturam algumas daeas essencialmente
conhecidas por estabilizar o enovelamento de umigipa. Estas funcdes sdo
minimizadas por algoritmos que realizam buscas spag de conformacdes
que a proteina de interesse possa assumir. Demtreor@agramas mais
promissores nesta area se encontram o ROSETTA (R@Hlal., 2004;
MISURA et al., 2006) e QUARK (XU; ZHANG, 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelagem molecular

Nesta parte do trabalho foram empregadas as seasi@&ecaminoacidos
da corismato mutase #iéeloidogyne incognitadescrita por Huang et al. (2005).
As quatro sequéncias, duas sem o peptideo sinatizaduas completas, foram
submetidas aos seguintes sistemas de modelagemmopmiogia: EsyPred3D
(LAMBERT et al., 2002), SwissModel (ARNOLD et aR006) e FoldPro
(CHENG; BALDI, 2006). Para a modelagem por métodb initio se
empregaram Quark (XU; ZHANG, 2012), ChunckTassét@X; SKOLNICK,
2007) e Robetta (KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004). Tambése fez uso da
modelagem porthreading pelo emprego do I-Tasser (ZHANG, 2008),
MetaTasser (ZHOU; PANDIT; SKOLNICK, 2009) e Phyre (RELLEY;
STERNBERG, 2009). Em todos os casos se empreg@mardsnetros padrdes
dos sistemas de modelagem, o que gerou 127 mquiei@avaliacéo.

3.2 Avaliacdo dos modelos gerados

Inicialmente, eliminaram-se todos o0os modelos commeard de
aminoacidos menor que o existente na sequénciomEnato mutase dml.
incognita A seguir o RMSD (desvio da raiz quadrada médiseeos modelos
remanescentes foi medido no programa Swiss PDB a&fi¢®&PDBV) v4.0.4
(GUEX; PEITSH, 1997). Descartou-se um dos modetosada par com valor
de RMSD igual ou abaixo de 0,4 A. Ap6s tal proceditn, restaram 24
modelos que, a seguir, foram avaliados quanto asactesisticas

estereoquimicas, como comprimento de liga¢Bes, ldmgdas ligacdes,
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quiralidade e angulos de tor¢cdo das cadeias paiscip laterais. Também se
levou em consideragéo o ambiente de cada residamig@acido no modelo em
funcdo do ambiente encontrado nas estruturas quiease como molde. Para
tanto, se utilizaram: Qmean 6 Score-Swiss ExpaB&SNKERT; KUNZLI;
SCHWEDE, 2009), Vadar 1.5 (WILLARD et al., 2003)fild2 (YANG;
ZHOU, 2008), ProQ (WALLNER; ELOFSSON, 2003) e FoldX5.2
(SCHYMKOWITZ et al., 2005). Selecionaram-se apen@ass modelos de

menor energia segundo cada programa utilizad@amégtassim nove modelos.

3.3 Construcdo dos dimeros da corismato mutase de M.dagnita

Utilizando o programa SPDBYV 4.0.4, alinharam-sesctedeias de cada
um dos nove modelos restantes (item 3.2) com as dadeias (A e B) das
proteinas homodiméricas 1IECM (LEE et al., 1995F6L2(KIM et al., 2006),
que se tratam de corismato mutases produzidas Escherichia coli e
Mycobacterium tuberculosigespectivamente. As estruturas de ambas foram
obtidas do Protein Data Bank (BERMAN et al., 200@¥orma de arquivos pdb.
As duas cadeias de um mesmo modelo, alinhadas saluas cadeias de uma
das proteinas (1ECM ou 2F6L) foram unidas em uneadarquivo pdb para
formar as provaveis estruturas homodiméricas désrnato mutase dév.

incognita.

3.4 Avaliacao e otimizacdo dos dimeros

Para avaliagdo visual e calculo de RMSD (A) entse roodelos
homodiméricos gerados (item 3.3) foi empregadoognama Visual Molecular
Dynamics (VMD) v1.9.1 (HUMPHREY et al., 1996). Odelos com sérias
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interacbes estéricas (sobreposicdo de atomos) degamalise visual foram
descartados, restando assim, quatro modelos paua@nuidade ao trabalho.
Os modelos resultantes foram submetidos ao progGWWRL4 (KRIVOV,
SHAPOVALOV; DUNBRACK, 2009) para otimizacdo das e&d laterais.
Posteriormente, adicionaram-se os atomos de hidimge tais modelos pelo
emprego delugin auto PSF disponivel no software VMD v1.9.1, qu@rEgou
os arquivos de topologia (top_all27_prot_lipid. MANOMMESLAEGHE et
al., 2010) com o campo de forca do Charmm paragmeacdo. Em seguida,
aperfeicoaram-se as estruturas com o programa NARMDPHILLIPS et al.,
2005), utilizando o arquivo de parédmetros pararoprade forga do Charmm
(par_all27_prot_lipid.prm; VANOMMESLAEGHE et al.020). Considerou-se
0 solvente implicitamente em tal etapa pelo emprdganodelo Generalized

Born Implicit Solvent (GBIS). Foram utilizadas 10@€rac6es nesta etapa.

3.5 Dinamica Molecular

Os quatro homodimeros minimizados (item 3.4) fosalaatados (agua)
com oplugin Solvate no VMD 1.9.1, resultando em sistemas getianes, nos
quais a distancia minima entre a proteina e osslddoretangulo era de 16 A.
Tais sistemas foram neutralizados pplagin Autoionize do mesmo software,
que acrescentou dois fons de sodio’JNara cada sistema. Os sistemas finais
foram submetidos & minimizagdo no programa NAMD é@& o campo de
forca Charmm (10.000 itera¢des). Em seguida, irdoiase as simulagdes por
dindmica molecular, que foram divididas em cicles2dns para a realizacdo de
analises dos modelos conforme descrito no item Qu&ando o processo de
dindmica molecular atingiu 6 ns, eliminaram-sesdtimeros e prosseguiu-se
com os dois restantes até 12 ns. Para tal processbnamica molecular se

empregou: temperatura de 300 K; tempo de 2 fsdésegundos) para cada



86

etapa; algoritmo Particle Mesh Ewald (PME) parasatgrar as interacdes
eletrostéticas; 0 método de Langevin para o cantfeltemperatura; controle da
pressdo pelo método do pistdo de Nosé-Hoover eeliamge condicdes
periédicas de fronteira. NAMDPIot (uplugin do VMD) foi usado para extrair
dados de energia, temperatura e presséo a pastiirdaivos de saida gerados
pelo NAMD, enquanto a trajetdria foi analisada pelmprego do RMSD
Trajectory Tool (outroplugin do VMD), que alinhou todos os quadros a
estrutura de partida antes de calcular o deslodanggiadratico médio (RMSD)

em relagdo a estrutura inicial.

3.6 Avaliacdo dos modelos apds a simulagéo por dinamicaolecular

As conformacgfes dos Ultimos 1000 ps foram novameawsdiadas
guanto as caracteristicas estereoquimicas a capga éé 2 ns do processo de
dindmica molecular (item 3.5) para a selecdo dagueéé melhor estabilidade
conformacional. Para tanto, utilizou-se o0 progranfeoldX 2.5.2
(SCHYMKOWITZ et al., 2005) até a etapa de 6 ns,ngiwaos dois modelos de
maiores energias foram eliminados. A avaliacad fjihd ns) foi feita para os
Gltimos 2000 ps do processo, com o software Fotd¥ue resultou na escolha

do modelo robb2 como sendo o de menor energia.

3.7 Sele¢éo da conformacéo da corismato mutase M incognita mais

apropriada para a sele¢éo de ligantes

Para esta parte do trabalho foram empregadas dermagdes da
enzima robb2 (foi selecionada no item anterioryaspondentes aos Ultimos

1000 ps do processo de dinAmica molecular realipaddl2 ns. Todas foram
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alinhadas com a primeira conformacéo pelo empregaragrama VMD 1.9.1 e,
em seguida, utilizando-se o programa MGLTools 626 (MORRIS et al.,
2009), converteram-se todas as mencionadas corgoesao formato pdb para
o formato pdbqt.

Os ligantes (1R,3S,5S,8R)-8-hidroxi-2-oxabicicld[3] non-6-eno-3,5-
dicarboxilato, aqui chamado apenas de TSA, e osmato, bem como as
estruturas monoprotonadas correspondentes de ambofigantes, foram
submetidos a uma busca conformacional pelo emprdgo programa
Open3Dalign versdo 2.105 (TOSCO; BALLE; SHIRI, 2p1Para tanto,
utilizou-se a constante dielétrica da agwa 80,4) e executaram-se 1000
simulagdes por dindmica molecular usando o camdorga MMFF94, a 1000
°C, com 1000 etapas de 1fs em cada simulagdo. #@stmais estavel em cada
processo foi minimizada com o campo de forca MMER®ra ser ranqueada de
acordo com a energia total. A conformagédo maisvektie cada substancia foi
entdo, convertida ao formato pdbgt com o program@LWbols 1.5.6rc2
(MORRIS et al., 2009).

A sequir, foi realizado um processo de ancorampata cada uma das
cadeias da enzima robb2. No primeiro deles, esgelbeuma regido com 18 x
18 x 18 Angstronsjue englobava os aminoacidégg 19, Val 26, Lys 30, Asp
39, Arg 42, Glu 43, Leu 47, GIn 69, lle72, Ser 7hys 76, da cadeia P1 da
enzima. Em tal regido, as estruturas ndo protonadsscialmente protonadas
do TSA e do corismato, convertidos ao formato pdogforme descritos acima
foram ancoradas com o uso do programa Autodock ¥nséo 1.1.2 (TROTT;
OLSON, 2010), utilizando-se os parametros padr@eprdgrama. Vale deixar
evidente que tal ancoramento foi realizado parag@d conformacdes da cadeia
P1 da enzima robb2 nos ultimos 1000 ps do proassbnamica molecular. O
mesmo procedimento foi realizado para a cadeia@2nzima robb2, tendo

neste caso a regido escolhida para o ancoramennsides de 18 x 21 x 18
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Angstrons. Tal tamanho da regido de ancoramentsufiiGiente para englobar
os residuos de aminoacidos Arg 19, Val 26, LysA3p, 39, Arg 42, Glu 43, Leu
47, GIn 69, lle72, Ser 75 e Lys 76, da cadeia RAt2 os ancoramentos com as
maiores afinidades dos ligantes pela enzima robbRgle correspondente a
conformacédo de nimero 835 apresentou valores aasdveis no geral, sendo

por este motivo escolhido para dar prosseguimentoabalho.

3.8 Selec¢édo de inibidores para a corismato mutase d&. incognita

Foram utilizados doisoftwaresdistintos na selecéo inicial de inibidores
para garantir que apenas as substancias com maimewiais para a inibicdo
da corismato mutase pudessem ser selecionadas.

3.8.1 Utilizando o programa Autodock Vina

Utilizando-se o Zincpharmer (KOES; CAMACHO, 201flscaram-se,
no banco de dados do Zinc (IRWIN; SHOICHET, 200Sybstancias
topologicamente parecidas com as estruturas dencat® e do TSA nas formas
totalmente desprotonadas e monoprotonadas. Obtiveear.764 substancias, as
quais foram adicionados atomos de hidrogénio coprograma OpenBabel
2.3.0 (O'BOYLE et al., 2011), considerando-se o0 B para 0 meio. Em
seguida, ainda utilizando o OpenBabel (obminimizeampo de forca:
MMFF94s), minimizaram-se todas as substancias queseguir, foram
convertidas para o formato pdbgt com o programa Wdals 1.5.6-rc2
(MORRIS et al., 2009). Em seguida, todas foram isefzanente ancoradas em
ambas as cadeias da conformagédo da corismato ndgddeincognitaque foi

selecionada no item anterior (conformacdo 835).a Ranto, utilizou-se o
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programa Autodock Vina verséo 1.1.2 (TROTT,; OLSQ@DN10) com o valor de
2 para o parametro exhaustiveness. As mil substmeelhor ranqueadas para
cada uma das cadeias foram entéo, novamente aasprsehdo o valor do
parametro exhaustiveness elevado para 8 desta vez.
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3.8.2 Utilizando o programa Igemdock

ApoOs adicdo de hidrogénio e otimizagdo, as 7.76Bstlocias
selecionadas no banco de dados ZINC, conforme weadd em 3.8.1, foram
convertidas ao formato mol com o uso do OpenBal®DZO'BOYLE et al.,
2011). Quanto a enzima, utilizou-se a conformagdec®nada no item 3.7
(conformacgdo 835). Para cada uma das cadeiasjosgleese apenas a regido
até 10 A de distancia do ligante (item 3.7) e salse tal selecdo no formato
pdb. Para tanto, utilizou-se o programa SPDBV 4.E#n seguida, as
substancias no formato mol foram ancoradas pelgranea Igemdock 2.1
(YANG; CHEN, 2004) nos sitios ativos das duas alda enzima. Para tanto,
utilizou-se a opcaauick dockingdo programa. As mil substancias melhor
ranqueadas para cada cadeia, foram novamente dasomm O mesmo
programa, mas desta vez se utilizou a optdlole dockinglo programa.

3.9 Ranqueamento dos ligantes

O ranqueamento foi realizado para os 200 priméigastes ranqueados
por cada programa (Autodock Vina 1.1.2 e Igemdotk 2ara cada cadeia (P1 e
P2) da enzima robb2. Logo, foram ranqueadas 8Clhplidades para a enzima

corismato mutase dd. incognita

3.9.1 Utilizando o programa DSX 0.8.9

Inicialmente, tanto a enzima robb2 (conformacgédo)88b6anto os
ligantes (com as coordenadas apds 0s ancorameanmtoe programa Autodock

Vina ou lgemdock) foram convertidos para o formatol2 com o uso do
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programa OpenBabel 2.3.0 (O'BOYLE et al.,, 2011). ¢éso dos ligantes,
utilizou-se a opg¢do de adicionar &tomos de hidriogéom pH igual a 7.5. Em
seguida utilizou-se o programa DSX 0.8.9 (NEUDEKLEBE, 2011) para
calcular a afinidade de cada ligante pelos sitassaddeias da enzima.

3.9.2 Utilizando o programa MGLTools 1.5.6-rc2

Inicialmente, os ligantes ancorados pelo progragentiock tiveram
atomos de hidrogénio adicionados pelo programa Bagiggl 2.3.0 e, em
seguida, foram convertidos ao formato pdbgt petgm@ma MGLTools 1.5.6-
rc2 (MORRIS et al., 2009). A seguir, foram rangueEaduntamente com o0s
ligantes ancorados pelo programa Autodock Vina, jquestavam no formato

pdbqt, utilizando-se o script autodock4.py do paogg MGLTools 1.5.6-rc2.

3.9.3 Utilizando o programa NNscore 1.0

Fazendo uso dos ligantes ja no formato pdbgt (B¢h®), empregou-se
o programa NNscore 1.0 (DURRANT; MCCAMMON, 2010nttodas as suas

24 bibliotecas de dados para avaliacdo da afinidadigante.

3.9.4 Utilizando o programa Dock 6.6

Todas as estruturas dos ligantes no formato m&2n(3.9.1) foram
reconvertidas ao formato mol2 com o uso do prograbidmera 1.6.2
(PETTERSEN et al., 2004), que empregou o campoordm fGAFF (General
Amber Force Field, WANG et al., 2004). As cargasifio atribuidas aos ligantes
pelo método AM1-BCC, usando o médulo AntechambeAR@ et al., 2006)

do Chimera. Em seguida, utilizou-se o script prepamber.pl do programa
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Dock 6.6 (BROZELL et al., 2012) para preparar gadtes e a enzima para o
célculo. Uma vez feito isto, empregou-se o médutobAr-score (GRAVES,
2008) do mesmo programa para calcular as afinidddesigantes pela enzima.
Para tanto, adotou-se livre mobilidade para todsema que, antes do calculo
da afinidade do ligante, foi minimizado (100 itéfag), submetido a 1000 etapas

de dindmica molecular e mais uma vez minimizad0 (Eac6es).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Huang et al. (2008}, incognitapode produzir duas enzimas
corismato mutase, tendo ambas 191 residuos ensagaéncias. Ainda segundo
0s autores, o0s vinte primeiros residuos de ambeadesas podem corresponder
a peptideos sinalizadores, que teriam de ser relo®vpara que as enzimas

pudessem tornar-se ativas. Considerando-se tasdgse iniciamos o trabalho
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com quatro possibilidades (Figura 2): duas cadelas 191 residuos de

aminoacidos e duas cadeias com 170 residuos deacidos (sem os peptideos

sinalizadores).

MI-CM-2-Q
MI-CM-2
MI-CM-1-Q
MI-CM-1

MI-CM-2-Q
MI-CM-2
MI-CM-1-Q
MI-CM-1

MI-CM-2-Q
MI-CM-2
MI-CM-1-Q
MI-CM-1

MI-CM-2-Q
MI-CM-2
MI-CM-1-Q
MI-CM-1

Figura 2 Sequéncias

————————————————————— SDTDTNPDIDRFVEIADDELTLSDYVALYEVVNNQSITD
MSFNWLYCNLFIAILFFNIVESDTDTNPDIDRFVEIADDELTLSDYVALYEVVNNQSITD
————————————————————— SDTDTNADIDRFVEIADDRELTLSDYVALYEIVNNESITD
MSLNWLYCNLEIVILLFNIVESDTDTNADIDRFVEIADDELTLSDY VALYEIVNNESITD

e el e e e o e e ol e e el e e e e e W e e e el

PRREEELLNDMESEGENFSLNEDYVILIFQDQINASEYFONYLVNLWNQSGIPLIEVENL
PEREEFLLNDMESEGENFSLNEDYVTLIFQDOINASEYFONYLVNLWNQSGIPLIEVENL
PEREEFLLNDMRSFEGENLSLNEDYVILIFQDQINASEYFOQNYLVNLWNQSGIFPPIEVRDL
PEREERLLNDMESEGENLSLNEDYVTILIFODOINASEYFONYLVNLWNGSGIPPIEVREDL

e e e e e e e e e e e e el e e e e e e e e e e e e e e e el e el .

TTDLRPAIDQINTEMLOLLVEIQELESKEDCLEEVDESVNNFIMIVNQIDEQNDATLFMAVE
TTDLEPAIDQINTEMLOLLVEIQRLPSEDCLEEVDESVNNEIMIVNQIDEQNDATFMAVE
NTDLRPAIDQINTEMLOLLVEIQELESEDCLEEVDESVNNFIMEVNQIDEQNDALEMAVE
NTDLRPAIDQINTEMLOLLVEIQELESEDCLEEVDESVNNFIMEVNQIDEQNDALFEMAVE

e e e e e e e e e e e e e el e e i el e e e W e e e e e e e e e e e e e e

GEDLCEPACEHN 170
GEDLCPACEHN 151
GEDLCPACKHN 170
GEDLCPACEHN 191

e e e e e e e e e

Meloidogyne incognitdHUANG et al., 2005)

Nota: Cores iguais equivalem a residuos iguais2 Deesiduos iniciais de aminoacidos

a9
60
as
60

L]
120
239
120

158
180
159
180

das sequencias MI-CM-2 e MI-CM-1 correspondem a&ptigeos sinalizadores.

Inicialmente, as quatro sequéncias foram submegidaprogramas para

de aminoacidos de corismat@sesitproduzidas por

modelagem por homologia, por métaam initio e porthreading Dentre os 127
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modelos obtidos, aqueles gerados por homologiaf¢i&n descartados, pois os
nimeros de residuos de aminoacidos em tais estsutnam inferiores aos
nameros de residuos nas sequéncias iniciais. OsnbtiElos restantes foram
submetidos a analise do desvio da raiz quadradaantBd#MSD) entre eles.
Observou-se nesta etapa que ndo havia diferengaa@nmodelos gerados para
as duas sequéncias (MI-CM-1 e MI-CM-2) com ou sepetideo sinalizador.
Assim, o trabalho teve prosseguimento apenas cesg@éncia MI-CM-2 sem o
peptideo sinalizador, visto que na literatura estalizador indica a quebra da
sequéncia para que esta se torne ativa e exegtmaduncdes. Desta maneira,
eliminaram-se 87 modelos, restando 24 para das@gogmento ao trabalho.

Os modelos remanescentes foram submetidos a d@a@liqiganto as
caracteristicas estereoquimicas e energéticas. G@mohouve unanimidade
entre os resultados obtidos para cada softwaree{@dl), selecionaram-se os
dois melhores modelos segundo cadfiwarepara continuar o trabalho, o que

resultou em nove modelos para a etapa seguinte.
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Tabelal Resultados da avaliacdo dos modelos aatedt apds a eliminacdo
por RMSD, pelo emprego dos programas Qmean 6 RUIEs
Expansy, Vadar 1.5, Dfire2, ProQ e FoldX 2.5.2. v@fores mais
favoraveis segundo cada método empregado estdcadoarcem

destaque
Modelo Qmean6 Vadar 1.5 DFire 2 ProQ FoldX 2.5.2
Z-Score  AG Folding Energy LG Score Total Energy
Chunkl -1,33 -134,61 -399,12 3,40 69,75
Chunk2 -1,05 -135,05 -394,69 3,48 79,11
Chunk3 -1,91 -126,16 -374,15 2,66 102,28
Chunk4 -2,25 -126,18 -365,06 3,01 94,65
Chunk5 -1,87 -137,29 -395,2 3,62 83,50
Quarkl -0,79 -139,46 -439,65 4,16 68,83
Quark2 -1,8 -141,6 -451,28 3,68 -6,98
Quark3 1,39 -136,47 -430,17 4,03 38,01
Quark4 -2,01 -134,62 -443,25 4,09 92,77
Quark5 -1,61 -135,09 -438,99 3,45 18,01
Quark6é -1,09 -138,78 -441,52 4,03 10,19
Quark7 -2,03 -136,81 -425,12 3,31 28,62
Quark8 -1,17 -134,46 -445,69 3,36 -10,59
Quark9 -0,541 -141,83 -442,73 3,95 20,12
Quark10 -1,73 -130,7 -431,71 3,87 15,26
Robbl  -1,64 -154,83 -443,09 3,41 35,58
Robb2  -1,54 -154,46 -448,3 3,83 26,46
Robb3  -0,771 -157,68 -446,71 3,56 13,33
Robb4  -0,99 -162,77 -439,5 4,05 27,27
Robb5  -1,49 -158,25 -432,06 4,09 -24,67
Metal -1,83 -138,61 -384,27 3,62 -33,43
ITasserl -2,22 -119,44 -414,7 4,62 -28,98
ITasser2 -2,44 -121,08 -391,54 4,55 -14,75
Fold -1,84 -107,49 -326,15 1,97 -18,99
Os dimeros foram construidos com base nas duagimast cujas

sequéncias de residuos de amino4cidos se most@ramaior similaridade a

sequéncia de aminoacidos da MI-CM-2 (Figura 3). €mr pode observar

(Figura 4), as sequéncias de aminoacidos das emdiE@M (corismato mutase

de Escherichia coli e a 2F6L (corismato mutase delycobacterium

tuberculosi¥ séo, respectivamente, 21 e 18 % similares a MIZCNEstes
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valores parecem bastante razoaveis se consideragm®sentre as enzimas
1ECM e 2F6L a similaridade é de 17 %.

MI-CM-2 MSFNWLYCNLFIATILFFNIVESDTDTNEDIDRFVEIADDRLTLSDYVALYEVVNNQSITD 60

223 50 70 7 e s b . DETSQILAELVDRARERLEVADEVAAFEWRAQLPIED 36

TEeM.:. = e sssEEEed MTSENPLLALRERISALDERLLALLAERRELAVEVGEARLLSHREVED 48
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Figura 3 Alinhamento das sequéncias de aminoaddads!l-CM-2, 1IECM e
2F6L

Como as enzimas 1ECM e 2F6L eram homodiméricasgiragsse que a
corismato mutase d#&l. incognita também deveria ser homodimérica. Em
decorréncia, alinharam-se duas cadeias de cada a@sn ndve modelos
remanescentes com as duas cadeias (A e B) dasnpsotamilares (1IECM e
2F6L). Ap6s a eliminacdo daqueles dimeros que Mwr#e apresentavam
sobreposicao de atomos que causavam interacoesastéeparaveis, restaram
quatro modelos, denominados itasserl, itasserd2rebrobb4. Tais modelos
apresentavam valores de RMSD entre eles que variada 2,66 a 5,88
Angstrons (Tabela 2). Ou seja, segundo tais valomthum destes quatro

modelos podia ser eliminado por similaridade.
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Tabela 2 Valores de RMSD (A) entre os modelos hamédcos da corismato
mutase dé/l. incognita itasserl, itasser2, robb2 e robb4

ltasserl ltasser2 Robb2 Robb4
ltasserl - 4,36 3,79 3,72
ltasser2 4,36 - 5,85 5,88
Robb2 3,79 5,85 - 2,66
Robb4 3,72 5,88 2,66 -

Os quatro modelos remanescentes (itasserl, itass#id2 e robb4)

foram submetidos a refinamento de suas estrutB@a®s tanto, fez-se uso da

otimizacéo das cadeias laterais dos modelos, sedeidhinimizacdo de todas as

estruturas, considerando-se o solvente (agua) ditgsliente.

Como nédo se

observaram diferengas significativas entre as dadéis das estruturas dos
guatro homodimeros apds o processo de refinameantsuds estruturas, por
analise realizada por meio do FoldX, todos eleanfosubmetidos ao processo
de dindmica molecular, considerando o solventeajaguplicitamente. Durante
0s primeiros 6 ns se observou que os modelos rebb@bb4 eram mais
favoraveis que os modelos itasserl e itasser2r@#ju Logo, estes dois Ultimos

foram descartados.

180
170
160
150
140

120

Energia (Kcal/mol)

130 -

110 -
100 -

Modelos

Wital
MWita2
mrobb2
mrobb4

Figura4 Energias totais (kcal/mol) dos modelos ddiméricos da enzima
corismato mutase dé. incognita até 6 ns de simulacdo por
dindmica molecular, calculados com o programa FoldX
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O processo de dinamica molecular teve prosseguarast 12 ns para
0os modelos robb2 e robb4. Observou-se neste pargoogmodelo robb2 era
termodinamicamente mais estavel, jA& que o valocut@do de energia pelo
programa FoldX para robb4 era 163,4Kcal/mol, entupara robb2 era 134,23
Kcal/mol. Como a diferenca de RMSD em relagdo auesh utilizada para
comecar o0 processo de dindmica molecular do modadb2 parecia ter
estabilizado (Figura 5), julgou-se que ndo ser@s®ario dar continuidade a tal

Processo.

RMSD (A)

P P S
FLL LSS S P PSP P PP s
LLELF TP E LI PP F I F S IS

Tempo (ps)

Figura5 RMSD x tempo de simulacdo por dindmicaecuhr para o modelo
robb2 da enzima corismato mutaseMiencognita

Na conformacdo de menor energia segundo os céléeitos com o
Namd 2.8, para o0 modelo robb2 durante os Ultimd® 20 do processo de
dindmica molecular, que foi realizado por 12 nsenta-se a similaridade entre

0 modelo e a proteina 2F6L (Figura 6).
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Figura 6 Similaridade estrutural entre Robb2 emralna 2F6L em vermelho

Como ndo se sabia qual das conformagbes da robi® @emais
apropriada para a etapa de selecdo dos ligantss tmuelas nos dltimos 2 ns
do processo de dindmica molecular foram utilizadas ancoramento do
corismato e do TSA que, segundo dados da literdtlE& et al., 1995), sdo
ligantes de corismato mutases. Para tanto, coosigr que 0s sitios ativos das
cadeias P1 e P2 de robb2 deveriam ser formados pluos de aminoacidos
Arg 19, Val 26, Lys 30, Asp 39, Arg 42, Glu 43, L1, GIn 69, lle72, Ser 75 e
Lys 76. Assim se procedeu com base no fato de o sitio aléeva@orismato
mutases ser conservado (LEE et al., 1995; KIM.eRaD6). Observou-se que as
cadeias P1 e P2 apresentavam o sitio ativo conafosiferentes (Figura 7), o
gue justificava a realizacdo de ancoramentos pabas as cadeias. A cadeia P2

apresentava uma abertura a mais que a P1 e, ppomedi/o, foram usadas
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dimensdes diferentes da regido de ancoramentoigstds. Para os sitios
ativos da cadeia P1 se englobou uma regido com1B3xx18A, enquanto para

cadeia P2 as dimensdes eram de 18 x 21 x 18A.

Figura7 Uma molécula de TSA ancorada no sitiooatle cada cadeia de
Robb2

Nota: A primeira imagem a enzima esta represenpameio da ferramenta New

Cartoon, e na segunda imagem por meio da ferram8MS que simula a densidade
estrutural. O ligante (TSA) esta representado cderramenta CPK. Ambas as imagens
foram geradas com o programa VMD 1.9.1

O banco de dados de substancias organicas emprpgaal@ sele¢céo
dos ligantes foi o Zinc (http://zinc.docking.orgfye € hoje (fevereiro de 2013)
composto por aproximadamente 21 milhGes de substnd busca
inicialmente realizada por substancias topologicdameparecidas com o
corismato e com o TSA resultou em 7.764 substanpas a etapa de
ancoramento das mesmas nos sitios ativos da carfaonmde numero 835 de
robb2. Para tanto, utilizaram-se dois programaamt®ramento diferentes com

vistas a garantir o sucesso desta etapa. Visaneduzir o tempo de utilizagéo
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da infraestrutura computacional, para ambos osranogs se iniciou 0 processo
com parametros menos eficientes, que diminuiraempd de ancoramento. Em
seguida, os 1000 ligantes melhor ranqueados pa paolgrama, para cada
cadeia, foram novamente ancorados com o uso dmetds mais eficientes.

Observou-se para ambos o0s programas de ancorantgreo 0s
compostos selecionados para a cadeia P1 de roam? ea quase totalidade dos
casos, diferentes daqueles selecionados para & d22leEm principio, este é
um resultado razoavel se considerarmos que dumamie®cesso de dinamica
molecular se observou que as duas cadeias ndoerssammesma conformacao
ao mesmo tempo. Além disto, observou-se também, apiesubstancias
selecionadas pelos dois programas eram, em suedegraaioria, diferentes, o
gue justifica a utilizacdo de mais de um programarnttoramento para a selecao
virtual de inibidores de uma determinada enzima.

O ranqueamento dos 200 melhores ligantes de catidacasegundo
cada software empregado (totalizando 800 ligarftésealizado por meio do
uso de quatro programas distintos para eliminafimeano de resultados falso
positivos. Os programas utilizados foram DSX 0@8liza o formalismo da
DrugScore, considerando o potencial do meio), NNstd (calcula as energias
livres de ligacdo utilizando uma abordagem de neeleral), Amber-Score
(utiliza um modelo de solvatagdo mais rigoroso &8/ além da opcdo de
considerar o centro ativo e o receptor flexives)o autodock.py. A Tabela 2
com os melhores resultados de cada método podeistarno Anexo. As
substancias selecionadas serdo submetidas a fuast@sin vivo visando a

inibicdo da enzima corismato mutaseMlencognita
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5 CONCLUSAO

A modelagemin silico da enzima corismato mutase produzida por
Meloidogyne incognitgermitiu observar que a mesma é homodimérica, aom
estrutura secundaria em alfa hélice para a maiote pdos residuos de
aminocidos. Ao se fazer os ancoramentos de \g@ukaEancias aos sitios ativos
de ambas as cadeias da enzima, que eram compegissaminoacidos Argl9,
Val 26, Lys 30, Asp 39, Arg 42, Glu 43, Leu 47, BB, lle72, Ser 75 e Lys 76
(HUANG et al., 2005), selecionaram-se varios ligantom afinidades pela
enzima superiores as observadas para o corisnpati@e TSA, que sao ligantes
naturais de corismato mutases em geral. Logo, bstécias selecionadas
apresentam elevado potencial de inibicdo da cottsmatase dé/. incognita
0 que significa que séo potencialmente Uteis patasenvolvimento de novos
métodos de controle do referido nematoide.
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ANEXOS

Tabelal Concentracdo das amostras na pasta deergd), tempo letal mediano (E)*, valores de parametros de
forma @) e parametros de escay, (a probabilidade (P) e mortalidade acumuladad@dprmigas cortadeiras
submetidas a bioensaios de ingestdo de polpaacitripregnada com o extrato bruto metandlicoCde
floribundus com as suas fracdes e com a substancia purifecpddir do mesmo

Tratamento [1magl/g TLso(dia) o B P-valor Mortalidade Acumulada
24 horas 21dias
Sulfluramida 0,: 3,1 1,29 4,1 2,49e-88 14,95 99,97
Testemunha - 17,3 1,29 22,89 3,60e-48 1,74 59,13
Extrato Bruto Metandlico 200 6,3 1,29 8,33 5,50e-12 6,28 96,29
(EBMeOH) 400 13,4 1,29 17,69 1,29e-40 2,42 71,28
600 1,65 1,29 2,16 1,66e-10 30,94 100,0
Sulfluramida 0,3 14,1 1,69 18,67 0,01le-01 0,70 470,
Testemunha - >21 1,69 38,28 3,65e-16 0,21 30,40
Fracdo solavel em hexar 200 >21 1,69 38,28 3,65e-16 0,21 30,40
(G-09-1) 400 >21 1,69 38,28 3,65e-16 0,21 30,40
600 >21 1,69 38,28 3,65e-16 0,21 30,40
Sulfluramida 0,3 13,1 1,33 17,23 2,89e-30 2,24 772,
Testemunha - >21 1,33 36,81 4,34e-14 0,82 37,75
Residuo da fragdo solaveR00 >21 1,33 36,81 4,34e-14 0,82 37,75
em hexano (G-09-2) 400 >21 1,33 36,81 4,34e-14 0,82 37,75
600 >21 1,33 36,81 4,34e-14 0,82 37,75
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“Tabela 1, continuagao”

Sulfluramida 0,3%
Testemunha -
Fracdo soluvel em acetato d@00
etila (G-09-3) 400
600
Sulfluramida 0,3
Testemunha -
Residuo da fragdo solaveR00
em acetato de etila (G400
09-4) 600
Sulfluramida 0,3
Testemunha -
Fracdo soluvel em metan 200
(G-09-5) 400
600
Sulfluramida 0,3
Testemunha -
Fracdo sollvel em agua (G200
20-1) 400
600

13

>21
20,6
17,5
17,5

12,7
>21

>21
>21
>21

6,7

>21
11
16
11

7.9

>21
>21
7,9
7.9

2,20

2,20
2,20
2,20
2,20

1,18
1,18

1,18
1,18
1,18

1,32

1,32
1,32
1,32
1,32

1,22

1,22
1,22
1,22
1,22

16,39

29,25
24,23
20,61
20,62

17,27
57,56

36,81
36,81
36,81

8,74

27,71
14,42
20,82
14,42

10,85

36,05
23,33
10,85
10,85

0,01e-01

1,29e-11
1,39e-07
8,96e-05
8,96e-05

2,89 e-30
4,34 e-14

4,34 e-14
4,34 e-14
4,34 e-14

2,87e-20

1,17e-19
3,37e-08
7,04e-14
3,37e-08

0,01e-08

1,29e-20
2,06e-12
0,01e-08
0,01e-08

0,21

0,05
0,08
0,12
0,12

3,40
0,83

1,40
1,40
1,40

5,55

1,23
2,90
1,80
2,90

6,68

2,89
1,78
6,68
6,68

82,1
38,26
51,80
64,72
64,72

,671
26,23

40,29
40,29
40,29

95,84

50,01
80,54
63,63
80,54

87,6
42,07
58,88
87,69
87,69
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“Tabela 1, conclusao”

Sulfluramida 0,3
Testemunha -
Fracéo soluvel em 200
diclorometano (G-20-2) 400
600
Sulfluramida 0,3
Testemunha -
Residuo da parti¢édo liquido-20
liquido (G-20-3) 400
600
Sulfluramida 0,3
Testemunha -

Acido caurenoico G-82-04 16,6

10,6

>21
>21
19,1
19,1

10,4

>21
>21
19,7
19,7

9
>21

>21

1,76

1,76
1,76
1,76
1,76

1,69

1,69
1,69
1,69
1,69

1,19
1,19

1,19

13,00
30,38
30,38

23,49
23,49

12,89

28,81
28,81
24,41
24,41

12,19
70,95

70,95

1,00 e-10

5,43e-24
5,43e-24
1,94e-15
1,94e-15

1,00e-11

1,48e-21
1,48e-21
6,63e-16
6,63e-16

6,63e-21
7,47e-24
1,02e-

1,08

0,24
0,24
0,38
0,38

1,32

0,34
0,34
0,45
0,45

4,97
0,62

0,62

230
40,67
40,67
56,00
56,00

789,

44,34
44,34
53,95
53,95

85,19
20,93

20,93

* Tempo Letal Mediano (Tdg) € o tempo necessario para uma dada substanca 5086 da populagédo em teste.
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Figura5 Mapa da correlagéo heteronuctebx **C (600 MHz x 150 MHz) a curta distancia (HSQC) d8Z504 em
CDClz. Onde os pontos em azul representam, ©sl pontos em vermelho CH e €H
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CAPITULO 2
Tabela 2 Rangueamento dos melhores ligantes. Ooreslde cada método estdo em destaque

NUmero Cadeia e programa DSX 0.8.9  Autodock-py Nresd.0 Dock 6.6

do ligante de ancoramento (Score) Energia livral(kml) Score Afinidade (Kcal/mol)
Corismato -1 -66,597 -3,5216 -0,653021991 -2%4825
Corismato -2 -72,779 -4,0204 -0,796786149 -41,0843
Corismato -3 -58,995 -3,7036 -0,638284924 -37,8036

TSA -1 -61,395 -3,2882 -0,842784758 -25,199183

TSA -2 -60,204 -3,315 -1,134228768 -26,530336

TSA -3 -60,291 -3,7889 -0,98808163 -41,16544

4208 P1-Igem -60,42 28,61 -1,06
7730 P1-Igem -50,44 15,84 -0,13
4216 P1 - Igem -67,09 -3,44 -0,41
4217 P1-Ilgem -51,19 -0,23 -0,85
6921 P1-Igem -79,89 130,86 -999999,90
5022 P1-Ilgem -45,71 14,48 -999999,90
5660 P1-Igem -57,64 3,79 -999999,90
4218 P1-Igem -70,42 -3,31 -0,53
6920 P1-Igem -37,88 23,77 -999999,90
5024 P1-Igem -70,96 29,43 -999999,90
4220 P1-Ilgem -78,17 -5,18 -999999,90

5567 P1 - Igem -73,28
2906 P1 - Igem -100,97

-1,02 -30,03319
-0,63 -22,065886
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“Tabela 2, continuagdo”

6182
6120
4094
5751
2978
2388
5995
4340
5994
1268
6186
7227
7336
7484
7749
4898
5545
6920
7731
5660
4220
2401
5025

P1-Ilgem
P1-Ilgem
P1 - lgem
P1-Ilgem
P1- vina
P1-vina
P1-vina
P1- vina
P1-vina
P1- vina
P1-vina
P1-vina
P2 - Igem
P2 - lgem
P2 - Igem
P2 - lgem
P2 - lgem
P2 - Igem
P2 - lgem
P2 - Igem
P2 - lgem
P2 - lgem
P2 - Igem

-93,77
-81,51
-88,69
-78,66
-101,136
-91,03
-80,005
-73,488
-90,834

-0,80
-0,77
-0,89
-0,98

-0,94

-98,24 -0,74
-87,128 -0,83
138,79 124823,66 -999999,90
12671 1082 076
-63,97 -7,94 0,65
-66,04 -3,98 -0,46
-57,44 -7,26 -0,33
-67,60 -3,71 -0,77
-71,31 -1,93 -0,16
-51,63 -7,81 -0,24
-56,64 -3,55 -0,76
-78,06 -1,84 0,22
-48,03 -4,24 -0,05

ERROR

-54,574287

-52,473
-47,556152
-27,867256
-25,170322

-12,707058
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“Tabela 2, continuagdo”

3074
5337
5736
2776
3445
2815
5553
5487
7546
7476
7660
7481
7741
52

4246
7758
1550
7757
1862
4384
1540
1633
2815

P2 - lgem
P2 - lgem
P2 - Igem
P2 - lgem
P2 - Igem
P2 - lgem
P2 - lgem
P2 - Igem
P2 - lgem
P2 - Igem
P2 - lgem
P2 - lgem
P2 - Igem
P2 - lgem
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina

63,43

68,94

49,13

91,61 -71,266144

105,46 -63,026909

97,97 -58,428188

104,69 0,54 -46,354465
7,83 0,02 143,35038

70,59 4,55 10920 37,146542
6,34 0,83 -21,687544

-94,08 5,27 -21,685865
7,70 0,75 2,800836

81,69 1,54 0,17

11431 oA 0,95

63,63 1,54 0,93

B85 695 -0,37

-81,08 8,22 0,54

111,07 7,46 0,04

-87,63 6,55 0,36

-90,92 515 75,259712

-90,14 0,56 -69,528969

-96,06 0,52 -69,339897

85,26 0,45 -64,909142
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“Tabela 2, continuagdo”

3251
6305
1065
4221
2530
3931
3978
7356
3551
3065
3982
3171
516
7506
61
3981
5745
58
7546
7648
3125
4845
7547

P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 -vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 -vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina

-100,94
-99,77
-94,20
-88,00

-105,14
-79,89
-115,39
-82,07
-88,75
-84,97
-90,21
-84,91

-63,675049
-60,23777
-59,095596
-59,0056
-57,014771
-53,306843
-49,940796
-46,739052
-46,122875
-42,514442
-42,167515
-41,774338
-40,335476
-38,660942
-37,114876
-35,008904
-34,353458
-32,651161
-26,882185
-22,920155
-20,484526
-20,019211
-16,248516
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“Tabela 2, continuagdo”

6850
4652
6378
5492
6397
6394
3445
5512
5506
5625
6368
6369
6386
6401
6385
7662
7742
5785
5509
6404
5504
6373
6365

P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 -vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina
P2 - vina

-54,73 1,39
-8,21
-106,09 -7,99
-105,88 -8,10
-7,79
-117,96 -6,94
-116,91 -8,55
-8,59
-7,55
-7,11
-8,36
-7,36
-7,99
-6,49
-7,09

-118,04

-1,08
-0,70

0,60
0,53
0,32
0,18
0,17
0,11
0,05
-0,01
-0,56
-0,59
-0,68
-0,80
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“Tabela 2, conclusao”

5486 P2 - vina -8,94 -0,87
5489 P2 - vina -7,83 -0,96
6366 P2 - vina -8,34 -1,01

Onde P1-lgem representa os ligantes ancoradoppsjivama Igemdock a cadeia P1; P1-vina represeniigantes ancorados pelo
programa AutodockVina a cadeia P1; P2-lgem reptases ligantes ancorados pelo programa Igemdocideiz P2; P2-vina
representa os ligantes ancorados pelo programaldcik®ina a cadeia P2.
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