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RESUMO 

A semente do cacaueiro (Theobroma cacao) é uma das matérias-primas da indústria 

chocolateira, contudo doenças fúngicas são uma ameaça à cacauicultura e geram perdas de até 

30% na produção mundial. No Brasil, o patógeno mais relevante do cacaueiro é o fungo 

basidiomiceto Moniliophthora perniciosa, que causou enormes prejuízos após atingir as 

fazendas baianas em 1989. Além de perdas econômicas, a inviabilização da cacauicultura 

acarretou severos impactos sociais e ecológicos, tais como desemprego, êxodo rural, 

crescimento urbano desordenado e desmatamento de florestas nativas. M. perniciosa causa a 

doença denominada Vassoura de bruxa do cacaueiro (VDB), a qual é atualmente controlada 

pelo uso de variedades tolerantes de cacaueiro e práticas de manejo agronômico. Porém, ainda 

não é possível erradicar a VDB após instalada, o que limita a recuperação das fazendas afetadas. 

Estudos voltados a elucidar os mecanismos moleculares relacionados à patogenicidade de M. 

perniciosa apontaram para a importância da enzima mitocondrial oxidase alternativa (AOX). 

A AOX é uma oxidase terminal associada à membrana mitocondrial interna que cria uma 

ramificação na cadeia transportadora de elétrons no nível do ubiquinol. Apesar de a AOX 

reduzir a eficiência da síntese de ATP, esta enzima contribui para a homeostase celular em 

condições normais do desenvolvimento e frente a estresses abióticos e bióticos. Em M. 

perniciosa, a MpAOX atua como um mecanismo de escape frente à resposta de defesa do 

cacaueiro e a fungicidas comerciais inibidores da via principal da respiração celular, haja vista 

que a MpAOX permite o funcionamento parcial da mitocôndria e a sobrevivência do patógeno. 

Assim sendo, este trabalho teve como principal objetivo gerar informações relevantes para o 

desenvolvimento de novos inibidores da MpAOX com potencial ação fungicida. Os resultados 

alcançados são organizados em dois capítulos. No primeiro capítulo, apresenta-se o 

desenvolvimento de um novo modelo experimental baseado na levedura modelo Pichia pastoris 

para a triagem e caracterização funcional de derivados de N-fenilbenzamidas (NPD). Através 

de medições do consumo de oxigênio e da taxa de crescimento de P. pastoris, identificou-se ao 

menos um inibidor da AOX com ação antifúngica in vitro e in planta. O segundo capítulo 

aborda a expressão heteróloga, purificação e caracterização funcional da MpAOX. Inibidores 

do grupo da ascofuranona foram avaliados em ensaios de dose-resposta, permitindo a 

elucidação de relações estrutura-atividade. Coletivamente, estes resultados representam etapas 

iniciais para o desenvolvimento de um novo tratamento contra M. perniciosa e outros fungos 

dependentes da AOX, ultimamente contribuindo para o avanço científico-tecnológico do Brasil 

em áreas estratégicas, tais como a agricultura e a segurança alimentar.  



 

ABSTRACT 

The cacao tree seeds (Theobroma cacao) are the raw material used in the chocolate industry. 

However, fungal diseases endanger the world cocoa production and generate losses of 30%. In 

Brazil, the most important cocoa pathogen is Moniliophthora perniciosa, which devastated 

farms in the state of Bahia after an outbreak in 1989. In addition to economic losses, M. 

perniciosa caused severe social and ecological impacts, such as unemployment, rural exodus 

and uncontrolled urban growth. M. perniciosa is the causal agent of the witches’ broom disease 

(WBD) of cocoa, which is currently controlled with tolerant cacao clones and agronomic 

management practices. Nonetheless, it is not possible to eradicate WBD, which greatly limits 

the potential for recovery of Brazilian cacao farms. It has been shown that the mitochondrial 

enzyme alternative oxidase (AOX) is a potential target for the development of new fungicides 

against M. perniciosa. AOX is a membrane-bound protein associated with the internal 

membrane in the mitochondria and a terminal oxidase. As such, AOX creates a branching point 

in the electron transport chain involved in the oxidative phosphorylation, which reduces ATP 

synthesis, but also confers metabolic plasticity to the cell to resist against a range of abiotic and 

biotic stresses. In M. perniciosa, MpAOX acts as an escape mechanism against the cacao 

defense response, as well as fungicides widely used in agriculture. Therefore, the main goal of 

this work was to generate relevant information for the directed development of MpAOX 

inhibitors with potential antifungal activity, which are presented in two chapters. The first 

chapter presents the development of a new experimental model based on the Pichia pastoris 

yeast for the functional characterization of N-phenylbenzamide derivatives (NPD). Oxygen 

consumption measurements and growth assays allowed the identification of at least one 

selective AOX inhibitor with antifungal activity in vitro and in planta. The second chapter 

addresses the heterologous expression, purification and functional characterization of MpAOX. 

Ascofuranone and structurally-related AOX inhibitors were subjected to dose-response assays, 

which led to the identification of key requirements for favorable ligand interaction with 

MpAOX and other isoforms. Collectively, those results will assist in the targeted development 

of a novel antifungal agent targeting M. perniciosa and other fungal pathogens dependent on 

AOX, which will contribute to Brazil's scientific and technological advancement in strategic 

areas such as agriculture and food security.  
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INTRODUÇÃO 

Moniliophthora perniciosa e a vassoura de bruxa do cacaueiro 

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma planta perene originária da Bacia Amazônica. 

Sua principal importância econômica advém da utilização das suas sementes como matéria 

prima para a produção do chocolate, além de outros produtos, como bebidas e espessantes 

alimentícios derivados do fruto ou sementes [1]. No entanto, doenças fúngicas representam uma 

grande ameaça a essa cultura, chegando a causar perdas de 30% na produção global [2]. 

Em 1989, o Brasil ocupava a segunda posição no ranking mundial dos países produtores 

de amêndoas de cacau (sementes torradas), sendo então responsável por 15% da produção 

mundial. Das 392 mil toneladas produzidas naquele ano, 27% eram destinadas à exportação 

(Unidas para a Organização das Nações Alimentação e Agricultura – FAO, 2018). Porém, a 

chegada da doença vassoura de bruxa do cacaueiro (VDB) no sul do estado Bahia, maior região 

produtora brasileira, causou um colapso na cacauicultura, associado a forte desemprego, êxodo 

rural, crescimento urbano desordenado e desmatamento de florestas nativas necessárias para a 

cacauicultura [1,3]. Desde o início da década de 1990, a produtividade brasileira caiu 

constantemente até atingir um mínimo de 170 mil T de amêndoas em 2003 (5% da produção 

mundial), e o Brasil passou a importar essa commodity, gerando um déficit na balança comercial 

de 1,2 bi US$ entre 2007 e 2016 (FAO, 2018) (Figura 1). 

O agente etiológico da VDB é o fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa. 

Também originário da Amazônia, M. perniciosa apresenta grande variabilidade e adaptação a 

diversas espécies vegetais, sendo conhecidos quatro biótipos: B, C, L e S. O biótipo-C ataca o 

cacaueiro e outras plantas do gênero Theobroma spp., assim como algumas esterculiáceas. O 

biótipo-S infecta solanáceas, causando sintomas similares de doença. Já o biótipo-H e o biótipo-

L, isolados respectivamente de Heteropterys acutifola e plantas da família Bignoniaceae, não 

geram sintomas perceptíveis no hospedeiro [1,4]. 

M. perniciosa é classificado como um patógeno hemibiotrófico; portanto a VDB é 

dividida em fases biotrófica e necrotrófica. A fase biotrófica é caracterizada pelo crescimento 

de M. perniciosa no hospedeiro ainda vivo, enquanto que a fase necrotrófica ocorre após a 

morte dos tecidos vegetais. A infecção se inicia quando basidiósporos de M. perniciosa entram 

em contato com o meristema vegetal (ramos, botões florais ou frutos jovens) e penetram o 
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hospedeiro através dos estômatos ou ferimentos. Os ramos infectados apresentam sintomas de 

inchamento e excesso de brotações com perda de dominância apical, resultando assim na 

formação de estruturas morfologicamente semelhantes a vassouras, denominados de “vassoura-

verde”. A infecção de botões florais e frutos acarretam no desenvolvimento de flores anormais 

e frutos partenocárpicos, além do surgimento de deformações e manchas necróticas em frutos 

em desenvolvimento. De 4 a 8 semanas após a infecção, ocorre a necrose das vassouras, que 

passam a ser denominadas de “vassoura-secas”. O ciclo da doença se completa quando as 

vassouras ou frutos necrosados e secos são expostos a períodos de alternância entre chuva e 

estiagem, o que induz a formação de basidiomatas e a liberação de basidiósporos que são 

distribuídos pelo vento ou chuva [1,5] (Figura 2 e Figura 3). 

Igualmente, M. perniciosa passa por alterações morfofisiológica durante a progressão 

da VDB. No início da infecção, suas hifas são convolutas, largas (5 a 20 µm), mononucleadas 

e sem grampos de conexão, sendo encontradas em baixa densidade no hospedeiro e no espaço 

intercelular (apoplasto). Já em estágios avançados, observam-se hifas delgadas (1 a 3 µm), 

regulares, binucleares e com grampo de conexão crescendo extensivamente por todo o tecido 

vegetal. As hifas mononucleadas são tipicamente associadas ao estágio biotrófico da VDB, 

Figura 1. Dados econômicos anuais da produção e comercialização de cacau no Brasil. O primeiro relato da 
vassoura de bruxa na Bahia é de 1989, enquanto que o mal do facão surgiu em 1997 naquela região. Fonte: 
Organização das Nações Unidas para a Alimentação e Agricultura (FAO, 2018). 
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hifas binucleadas são associadas à fase necrotrófica. Porém, há relatos de que ambos os tipos 

de hifa possam ocorrer ao mesmo tempo em tecidos vivos [1,6]. 

Figura 2. Ciclo de vida de M. perniciosa. Basidiósporos carregados pelo vento e chuva entram em contado com 
tecidos meristemáticos da planta e penetram por aberturas naturais ou ferimentos (topo à direita), dando início 
à fase biotrófica da vassoura de bruxa. Nesse momento, M. perniciosa permanece no espaço intercelular (apoplasto)
e com baixa densidade de hifas. Após 2 a 3 meses, ocorre a transição para a fase necrotrófica da infecção e a 
formação das vassouras secas, nas quais M. perniciosa cresce intensamente. Em condições ambientais favoráveis 
há a formação de cogumelos e a liberação de novos basidiósporos. Adaptado de [163]. 
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Até o momento, não se sabe exatamente o que determina a transição da vassoura verde 

para a vassoura seca, mas alguns eventos em nível molecular já foram investigados. Zaparoli et 

al. (2011) identificaram o aumento do nível de expressão da proteína indutora de necrose 

MpNEP2 de M. perniciosa, pertencente à família das NLPs (Necrosis and ethylene-inducing 

peptide 1-like Proteins), nos estágios avançados da doença, o que poderia contribuir para a 

morte dos tecidos infectados [7]. Essa mesma proteína é produzida em situações de privação de 

nutrientes, de modo que pode haver uma relação entre a redução na disponibilidade de açúcares 

no apoplasto ao final do estágio de vassoura-verde e a sinalização para a mudança de fase no 

fungo e indução da morte do hospedeiro [8]. A degradação de cristais de oxalato de cálcio, 

formados no início da infecção de plantas suscetíveis, resulta no acúmulo de H2O2. Isso, 

juntamente com a redução da expressão da enzima detoxificadora APX do cacau, pode 

contribuir para a morte do hospedeiro ao ativar a via de morte celular programada [6]. 

A análise de expressão gênica in planta, associada a estudos funcionais ex planta, 

indicam que a inibição da respiração celular em M. perniciosa, possivelmente através do óxido 

nítrico produzido como mecanismo de defesa vegetal, pode constituir outra forma de 

sinalização, mantendo o micélio na fase biotrófica [9]. Isto está de acordo com resultados 

obtidos com o fungo Podospora anserina, no qual a inibição da via respiratória principal retarda 

o processo de senescência e aumenta sua longevidade cerca de 40 vezes [10]. 

Apesar de causar a morte dos tecidos infectados, M. perniciosa não é letal para o vegetal. 

Entretanto, as árvores ficam debilitadas e há uma redução na quantidade e qualidade dos frutos 

produzidos [1]. Muitos métodos para o controle da doença foram testados, e os melhores 

resultados foram alcançados com uso integrado de práticas agronômicas e fitossanitárias [11], 

 

Figura 3. Principais sintomas observados nos ramos do cacaueiro infectado por M. perniciosa. (A) Cacau sadio.
(B) Vassoura-verde. (C) Início da necrose. (D) Vassoura-seca. Retirado de [1]. 
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bem como pela aplicação do fungo Trichoderma stromaticum sobre as vassouras secas caídas 

no solo (T. stromaticum é um micoparasita que compete com M. perniciosa nos tecidos mortos 

do cacaueiro) [12]. Ainda assim, não existe uma cura para a VDB após instalada, o que 

certamente limita o potencial de recuperação da cacauicultura.  

No ano de 2000 teve início o Projeto Genoma da Vassoura de Bruxa, coordenado pelo 

Prof. Dr. Gonçalo A. G. Pereira e envolvendo o LGE (Laboratório de Genômica e Expressão) 

da Unicamp, a Universidade Estadual Santa Cruz (Ilhéus, BA), a Universidade Federal da Bahia 

(Salvador, BA) e a Universidade Estadual de Feira de Santana (Feira de Santana, BA). Dentre 

uma série de trabalhos voltados a investigar as bases moleculares da VDB, identificou-se que a 

enzima mitocondrial oxidase alternativa de M. perniciosa (AOX) é exclusivamente expressa 

durante a interação com o cacaueiro e é uma fonte de resistência a fungicidas convencionais 

[9,13,14]. 

Registra-se aqui que uma segunda doença do cacaueiro atingiu a Bahia em 1997: o mal 

do facão, causado pelo fungo ascomiceto Ceratocystis cacaofunesta [15,16]. C. cacaofunesta é 

um patógeno necrotrófico, que adentra o cacaueiro por aberturas criadas por insetos ou 

ferramentas de corte contaminadas (originando assim o nome popular da doença). O fungo 

então se alastra até alcançar o xilema, onde causa lesões necróticas e bloqueia o fluxo de seiva 

bruta, ultimamente matando o cacaueiro [15,17]. Dado que o primeiro sintoma visível (a 

murcha das folhas) só surge quando a doença está em estágio avançado, o controle do mal do 

facão é bastante desafiador e, assim como na vassoura de bruxa, não é possível erradicar o mal 

do facão das árvores infectadas. Contudo, estudos do nosso grupo indicam que a AOX de C. 

cacaofunesta é expressa do modo constitutivo e igualmente um potencial alvo para o 

desenvolvimento de fungicidas (dados não publicados). 

A enzima mitocondrial oxidase alternativa (AOX) e a cadeia transportadora de elétrons 

A fosforilação oxidativa é o processo responsável pela geração de ATP na mitocôndria, 

a qual depende da energia liberada em reações de oxidorredução catalisadas por complexos 

proteicos presentes na membrana mitocondrial interna. Primeiramente, cofatores reduzidos 

durante a glicólise e o ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) fornecem elétrons para a cadeia 

transportadora de elétrons. As enzimas NADH desidrogene tipo I (complexo I) e succinato 

desidrogenase (complexo II) transferem tais elétrons para o pool de ubiquinona/ubiquinol, uma 

coenzima lipossolúvel na membrana mitocondrial. A citocromo c redutase (complexo III) oxida 
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o ubiquinol reduzindo o citocromo c, e o citocromo c transfere elétrons para o oxigênio (aceptor 

final), formando água, pela ação da citocromo c oxidase (complexo IV). Ao longo deste 

percurso, prótons são translocados da matriz mitocondrial para o espaço intermembrana pelos 

complexos I, III e IV, e este gradiente quimiosmótico fornece energia necessária para a 

fosforilação de ADP pela ATP sintase (complexo V) (Figura 4A) [18]. 

Os complexos I a IV são encontrados na grande maioria dos eucariotos e compõem a 

via principal da cadeia transportadora de elétrons (ETC), porém há outras proteínas que podem 

modificar o fluxo usual de elétrons. Enzimas conhecidas capazes de reduzir a ubiquinona são a 

NADH desidrogenases do tipo 2 (NDH-2) interna e externa, a glicerol-3-fosfato desidrogenase 

mitocondrial (mGPDH), a diidroorotato desidrogenase (DHODH), a electron-transferring-

flavoprotein desidrogenase (ETFDH), a formato redutase dependente de ubiquinona (UQFDH) 

e a sulfito:quinona oxidoredutase (SQOR). Já a AOX e a nitrato redutase dissimilatória (dNAR) 

oxidam o ubiquinol, e os aceptores finais de elétrons são o oxigênio e o nitrogênio, 

respectivamente (Figura 4B) [19–21]. Ao contrário da AOX, que é amplamente distribuída 

entre os organismos e melhor caracterizada, a dNAR foi descrita apenas em Fusarium 

oxysporum até o momento, e o gene que a codifica não foi identificado. A dNAR pode estar 

relacionada ao processo de denitrificação do solo por fungos, porém ainda carece de maiores 

estudos [20–22]. 

Estas enzimas alternativas não translocam prótons através da membrana mitocondrial, 

portanto não contribuem diretamente para a síntese de ATP, exceto pela via da FDH e dNAR 

(Figura 4B). Por outro lado, conferem à célula uma maior plasticidade para a regulação de seus 

processos metabólicos e fisiológicos, em condições normais ou de estresse, conforme será 

abordado adiante. Neste momento, destaca-se apenas que a AOX pode manter a ETC operando 

em casos de disfunção dos complexos III e IV (Figura 4C). 

AOX: estrutura, atividade e regulação pós-traducional 

A AOX foi identificada primeiramente em plantas e depois em fungos. Porém, com o 

aumento no número de genomas e meta-genomas sequenciados e disponibilizados, atualmente 

se reconhecem sequências semelhantes à AOX amplamente distribuídas entre bactérias, fungos, 

protistas, plantas e animas. Tipicamente, plantas possuem 3 a 5 genes codificantes para a AOX 

no genoma, agrupados em duas famílias (AOX1 e AOX2), sendo que a AOX2 é encontrada 
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apenas em dicotiledôneas. Já em fungos e outros organismos, apenas uma isoforma é 

normalmente encontrada no genoma [23,24]. 

 

Figura 4. Representação dos componentes da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. (A) Via principal,
responsável pela geração do gradiente de prótons no espaço intermembrana para a geração de ATP. Brevemente, 
Cofatores reduzidos NADH (complexo I) ou FADH2 (complexo II) fornecem elétrons para a ubiquinona
(cofator Q), gerando ubiquinol (QH2). Elétrons são então transferidos para o citocromo c através do complexo 
III e deste para o oxigênio (complexo IV). Os complexos I, III e IV transportam prótons da matriz para o espaço 
intermembranas. (B) Enzimas alternativas podem criar ramificações no fluxo de elétrons no pool de ubiquinol.
A AOX e a dNAR são as únicas enzimas alternativas em eucariotos capazes de oxidar o ubiquinol. À direita 
(rosa) está representada a via proposta em F. oxysporum, cujo aceptor final é o nitrogênio, em lugar do oxigênio. 
(C) Fluxo de elétrons proposto em M. perniciosa na presença de inibidores dos complexos III e IV. Nota-se que
a AOX substitui o complexo III e permite o funcionamento mitocondrial nesta condição. Adaptado de [19,20]. 
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Dada a larga distribuição, juntamente com análises genéticas e o fato de que enzimas 

semelhantes são encontradas no cloroplasto e em bactérias, acredita-se que uma proteína 

ancestral da AOX já existisse nos procariotos antes dos eventos de endossimbiose que 

originaram a mitocôndria e o cloroplasto. Ou seja, grupos de organismos que não possuem a 

AOX, tais como os animais vertebrados, devem tê-la perdido ao longo do processo evolutivo 

(Figura 5) [23,25]. 

Em eucariotos, a AOX é codificada pelo genoma nuclear e transportada para a 

mitocôndria após a tradução pelo complexo mitocondrial TOM [26]. Esta enzima tem 

aproximadamente 40 kDa e pertence à superfamília de proteínas que contêm ferro coordenado 

por carboxilatos (diiron carboxylate superfamily), o que foi primeiramente postulado com base 

no requerimento por ferro para a sua atividade e pela existência de motivos de aminoácidos E-

X-X-H de ligação a ferro. Este fato foi posteriormente confirmado com a resolução da estrutura 

cristalográfica da AOX de T. brucei (TAO) [27,28]. 

 

Figura 5. Distribuição filogenética da AOX. Organismos que possuem a AOX de acordo com o banco de dados 
PFAM (família PF01786) [164]. Bactérias (233 espécies) e vírus (23 espécies) não estão representados. 
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A TAO é uma proteína compacta, composta por 6 α-hélices longas e 4 α-hélices curtas. 

Quatro α-hélices antiparalelas (α2, α3, α5 e α6) formam uma cavidade hidrofóbica de ligação 

ao substrato com 18-20 Å de comprimento. No final desta cavidade se encontram 2 átomos de 

ferro coordenados por 4 glutamatos, além de outros resíduos possivelmente envolvidos na 

atividade catalítica da AOX. O ubiquinol, presente na bicamada fosfolipídica, acessa a cavidade 

hidrofóbica através de uma abertura entre α-hélices α1 e α4 na interface com a membrana, sendo 

então corretamente orientado por dois resíduos de leucina para sofrer a ação enzimática (Figura 

6) [28–30]. 

O mecanismo catalítico da AOX foi parcialmente proposto a partir da estrutura 

cristalográfica e informações complementares, tais como medidas de ressonância 

paramagnética eletrônica, mutações sítio-dirigidas e a comparação com outras AOX e oxidases 

conhecidas [29]. No seu estado basal, a AOX possui dois Fe2+ conectados por íon hidroxo (OH). 

O ciclo catalítico tem início quando o oxigênio molecular se liga a um dos átomos de ferro e o 

ubiquinol adentra o sítio catalítico. Após uma série de transferências radicalares, é liberada uma 

molécula de água e uma ubiquinona; no sítio ativo permanecem dois íons Fe3+ ligados a um 

átomo de oxigênio e uma hidroxila. Um segundo ubiquinol entra o sítio catalítico e, por um 

mecanismo ainda não elucidado, doa seus elétrons, restaurando os Fe2+ e liberando mais uma 

água e uma ubiquinona (Figura 7). 

A caracterização bioquímica da AOX é desafiadora, dado que esta é uma proteína de 

membrana e o substrato natural (ubiquinol-10; Q10H2) é altamente hidrofóbico. Por esta razão, 

a AOX é purificada na presença de agentes surfactantes, e ensaios enzimáticos são feitos com 

análogos hidrofílicos do ubiquinol (Q1H2 e Q2H2) [31–34]. A comparação da atividade 

específica da AOX recombinante de diversos organismos indica que a TAO é a mais ativa (600 

µmol QH2 min-1 mg-1), seguida das AOX das plantas termogênicas Arum maculatum e 

Sauromatum guttatum (~35 µmol QH2 min-1 mg-1) e então das AOX do molusco Ciona 

intestinallis e da bactéria Novosphingobium aromaticivorans (~3 µmol QH2 min-1 mg-1). Visto 

que os resíduos responsáveis pela interação com o substrato e a catálise são conservados entre 

estas proteínas, especula-se que este fenômeno seja explicado por diferenças na abertura da 

cavidade hidrofóbica. Por exemplo, a TAO tem uma abertura de 7 Å, enquanto que o modelo 

computacional da AOX de N. aromaticivorans exibe uma abertura de 5 Å [35].  
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Na estrutura cristalográfica da TAO foi observado um homodímero com possível 

relevância biológica, visto que resíduos de aminoácido hidrofóbicos presentes na interface dos 

monômeros são conservados entre as AOX (Figura 6A) [28]. Em plantas, a dimerização está 

envolvida na regulação pós-traducional da AOX mediante a formação de uma ponte dissulfeto 

intermolecular através de um resíduo de cisteína conservado (CysI). Na presença de agentes 

redutores, a ponte é desfeita (o dímero permanece) e a atividade enzimática aumenta, enquanto 

que o oposto ocorre na presença de agentes oxidantes. Também foi demonstrado que a redução 

 

Figura 6. Estrutura da AOX. (A) Representação em cartoon da estrutura cristalográfica da AOX de T. brucei

(TAO; PDB ID 3w54) e modelagem da interação com a membrana fosfolipídica. Um dos monômeros está 
colorido da porção N-terminal (azul) para a C-terminal (vermelho), e o outro monômero está em cinza. Setas 
indicam a entrada do sítio catalítico voltada para a membrana fosfolipídica. (B) e (C) Destaque dos íons de ferro 
e resíduos de aminoácido envolvidos em sua coordenação, bem como o inibidor coletoclorina B (stick magenta)
dentro do sítio de interação com o substrato (sombreamento cinza). (D) Modelo estrutural da AOX de 
Sauromatum guttatum, exibindo o sítio de ligação ao substrato (superfície magenta), os resíduos de coordenação 
com o ferro (stick verde), os resíduos que orientam o substrato para a conformação favorável à reação enzimática 
(stick magenta) e a tirosina envolvida na catálise (stick amarelo). Adaptado de [28–30]. 
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da AOX pode ser mediada por tiorredoxinas mitocondriais, o que pode representar uma forma 

de integração da maquinaria associada à regulação do potencial redox mitocondrial e da cadeia 

transportadora de elétrons [36,37]. 

A CysI ocorre apenas na AOX de plantas, e esta forma de regulação através da ponte 

dissulfeto está restrita a este grupo de enzimas [38–40]. Ademais, não foram encontradas 

evidências de dimerização nas AOX da levedura Pichia stipis e do protozoário Acanthamoeba 

castellanii [39,41]. 

Um segundo mecanismo de regulação descrito em AOX de plantas é a ativação por 

ácidos orgânicos, tais como piruvato, succinato e glioxilato. Notavelmente, a interação com 

piruvato ocorre através da cisteína previamente mencionada (CysI), havendo sobreposição com 

o mecanismo de regulação dependente do estado redox da AOX apresentado. Ou seja, apenas 

na AOX reduzida a cisteína está disponível para a ativação por piruvato [42,43]. Postula-se que 

 

Figura 7. Mecanismo catalítico da AOX. (A) Estrutura do ubiquinol e da ubiquinona. Na mitocôndria, as formas 
mais comuns são com 9 e 10 unidades isoprênicas (Q9 e Q10). (B) Mecanismo catalítico parcialmente proposto. 
Retirado de [29]. 
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isto ocorra através de modificações estruturais causadas pela adição de uma carga positiva que 

aumentam a afinidade da AOX pelos substratos (ubiquinol e oxigênio) [40,44–46]. 

Entretanto, a presença da CysI não é suficiente para a regulação por piruvato, haja visto 

que uma AOX da planta termogênica S. guttatum é insensível a este composto e se encontra 

sempre na forma ativa. A comparação desta com a AtAOX1a (sensível ao piruvato) aponta para 

certos resíduos de aminoácido que poderiam ser responsáveis por este fenômeno [47].  

Já a interação com succinato e glioxilato ocorre através de uma segunda cisteína 

conservada (CysII). Ainda que a CysII não forme uma ponte dissulfeto intermolecular, a ativação 

por succinato e glioxilato é igualmente abolida na presença de agentes oxidantes. Isto pode 

ocorrer devido ao bloqueio do acesso destes ativadores à CysII, ou a dimerização da CysI impede 

a ativação por succinato e glioxilato mesmo que estes se liguem à AOX [40,45,48,49]. 

AOX de fungos e protozoários são insensíveis ao piruvato, fato que é atribuído à 

inexistência de um resíduo correspondente à CysI de plantas [39,41,50]. Em contrapartida uma 

série de trabalhos demonstraram que AOX de fungos são ativadas por mono- e difosfato 

nucleosídeos, tais como ADP, AMP e GMP [39,50–56]. A análise da estrutura primária das 

AOX de fungos e plantas indica uma inserção de aproximadamente 20 aminoácidos nos fungos, 

sendo esta uma possível região de interação com nucleosídeos fosfato. Porém, ao menos três 

AOX de outros organismos também são ativadas por AMP: dos protozoários Paramecium 

tetraurelia e A. castellanii [41,57] e da alga Euglena gracilis [58], as quais não foram incluídas 

na comparação de sequência das AOX [39]. Ustilago maydis parece ser uma exceção, pois sua 

AOX é ativada tanto por AMP como por piruvato. Igualmente, a sequência primária da AOX 

de U. maydis não foi analisada [55]. 

Por fim, a AOX é sensível ao estado redox do pool de ubiquinol/ubiquinona, ou seja, a 

proporção entre estas moléculas na membrana mitocondrial. Ensaios com mitocôndrias isoladas 

de plantas demonstram que a AOX passa a atuar significativamente quando a proporção é de 

40% ubiquinol (na ausência de piruvato) ou 20% ubiquinol (na presença de piruvato). Esses 

resultados suportam a hipótese de que a AOX atue como um escape de elétrons e evite a hiper-

redução dos componentes da ETC caso o fluxo pela via principal não seja suficientemente 

rápido [38,44,47,59,60]. Resta determinar se a AOX de outros organismos também são 

sensíveis a este mecanismo de ativação, porém estudos com a mitocôndria de Candida 

parapsilosis e o uso de inibidores específicos para componentes da via principal e alternativa 

da respiração sugerem que sim [52]. 
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O papel da AOX no controle do metabolismo e na resistência a estresse 

Há evidências de que a AOX possa atuar em situações normais de crescimento e 

desenvolvimento, bem como durante a resposta a estresse biótico e abiótico. Dada a grande 

diversidade de situações nas quais a AOX é induzida (em nível transcricional ou pós-

traducional), fica claro que há mais de uma via de sinalização envolvida. 

A AOX foi inicialmente identificada como a enzima responsável pela geração de calor 

em plantas termogênicas [61]. Por exemplo, o apêndice floral de Arum maculatum libera calor 

durante parte do seu desenvolvimento, podendo atingir 20 °C acima da temperatura ambiente 

(32°C e 12 °C, respectivamente), o que está correlacionado com uma alta expressão da Aox1e 

neste órgão [62]. 

Em fungos ascomicetos, dois fatores de transcrição são necessários para a expressão da 

AOX (AOD2 e AOD 5 em Neurospora crassa), os quais também regulam outros genes 

relacionados ao metabolismo energético, tais como a fosfoenolpiruvato carboxiquinase, a 

frutose 1,6-bifosfatase e uma NADH desidrogenase tipo 2, dentre outros genes com função 

desconhecida [10,63–66]. O envolvimento da AOX na regulação do metabolismo celular 

também é corroborado pelo fato de que, ao menos em tabaco, a expressão desta enzima é 

induzida por citrato, um intermediário do ciclo do TCA e precursor da síntese de aminoácidos 

[67]. Além disso, três isoformas da AOX de Arabidopsis thaliana testadas (das cinco existentes) 

exibem diferentes perfis de ativação pós-traducional por intermediários do ciclo do TCA, tais 

como piruvato, glioxilato, oxaloacetato e 2-oxoglutarato [68]. 

Em P. anserina ocorre a co-regulação da AOX com genes relacionados ao metabolismo 

secundário [63], o que está de acordo com o fato de que a deleção da AOX de Aspergillus 

nidulans leva a uma redução da produção da micotoxina sterigmatocistina [69,70]. Já no fungo 

Acreonium chrysogenum, a adição de óleo de soja em meio de cultura causa um aumento na 

respiração alternativa concomitante com uma maior produção de cefalosporina C [71]. Como 

compostos secundários são normalmente sintetizados na fase estacionária (na qual não há mais 

crescimento celular), supõe-se que a AOX suporte o metabolismo anabólico mesmo quando a 

via principal da ETC esteja reprimida devido à alta concentração de ATP. Caso a entrada de 

elétrons na ETC ocorra através de uma NADH desidrogenase do tipo 2, ocorre um 

desacoplamento completo entre a ETC e a oxidação fosforilativa. Ou seja, a AOX e a NADH-

2 permitem que cofatores necessários para o metabolismo anabólico sejam regenerados em 

situações de alta disponibilidade energética (Figura 4B).  
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O fato de a AOX contribuir para a regeneração de cofatores oxidados sugerem um papel 

desta enzima também no balanço redox mitocondrial e celular. Foi observado em diferentes 

organismos que a deleção ou knock-down da AOX ocasiona um aumento na geração de espécies 

reativas de oxigênio e de nitrogênio. Isto pode estar associado à hiperredução da ETC e ao 

consequente escape de elétrons que leva à formação de radicais livres [69,72,73]. 

Interessantemente, ao menos em plantas, a atividade da AOX pode ser modulada pós-

traducionalmente por tiorredoxinas mitocondriais, enzimas com ação antioxidante que 

participam do sistema de regulação do potencial redox intracelular. Neste caso, a AOX é mais 

ativa quando está na forma reduzida  [36,37]. 

Como espécies reativas de oxigênio estão intimamente ligadas a vias de sinalização 

celular, tais como respostas de defesa e de morte celular programada [74], é possível que a 

AOX auxilie na modulação de tais vias. Em milho e tabaco foi visto que o ácido salicílico 

(hormônio vegetal e inibidor da oxidação fosforilativa), a antimicina-A (inibidor do complexo 

III) ou o H2O2 induzem a AOX1, juntamente com outros genes envolvidos na apoptose [75–

78]. Ademais, ensaios de infecção de A. thaliana com a bactéria Pseudomonas syringae 

revelaram uma ativação mais rápida da respiração alternativa durante interações incompatíveis 

(estirpe avirulenta de P. syringae) do que em interações compatíveis (estirpe virulenta); 

incremento este que se correlacionou com o início da resposta de defesa hipersensitiva (na qual 

ocorre morte celular programada no hospedeiro). Neste caso, a expressão da AOX1A se 

mostrou dependente da via de sinalização do etileno [79]. 

Ainda em relação ao estresse biótico, observou-se que tabaco apresenta níveis elevados 

de expressão da AOX após a infecção pelo vírus do mosaico do tabaco (TMV) [80], e que a 

atividade da AOX parece ser essencial para a indução de resistência sistêmica adquirida, mas 

não para a síntese de proteínas PR, em resposta ao TMV [81,82]. 

Quanto ao cacaueiro, três isoformas da AOX foram identificadas no Atlas 

Transcriptômico da Vassoura de Bruxa (http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/atlas). O transcrito 

CGD0008991 é o mais abundante na maioria das condições avaliadas, havendo um nível de 

expressão constante deste transcrito nos ramos, exceto por uma queda após 111 dias. Porém 

não houve diferença entre plântulas sadias e infectadas com M. perniciosa. Quanto aos outros 

dois transcritos, a maior alteração causa pela infecção ocorre no fruto, com uma predominância 

do CGD0025813 na semente e do CGD0015607 na casca (Figura 8). 

http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/atlas/
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Outra situação em que a AOX pode contribuir é a resistência a estresse abiótico. O 

promotor do gene aox1a de A. thaliana possui um elemento de repressão controlado pela via 

do ácido abscísico (especificamente, reprimido constitutivamente pelo fator de transcrição 

abscisic acid insensitive 4; ABI4), um hormônio vegetal relacionado à senescência e dormência 

de sementes, bem como à resistência a estresse abiótico [83]. Ensaios funcionais demonstraram 

que o tratamento com ácido abscísico induz (desreprime) a expressão do gene repórter sob 

controle daquele promotor [83], o que está de acordo com outros resultados que associam a 

AOX à resistência ao frio [83,84], à seca [85], ao estresse osmótico [86], à baixa disponibilidade 

de fósforo [87] e ao ozônio [88]. 

Por outro lado, a regulação da AOX é intrincada, e seu efeito no metabolismo e no 

desenvolvimento são complexos. Há grande variabilidade dentre os diferentes sistemas 

investigados, especialmente em plantas que possuem muitas isoformas da AOX, o que indica, 

juntamente com a variedade de respostas associadas à AOX previamente mencionados, que 

exista mais de uma via de sinalização que leva à indução da AOX. 

 

Figura 8. Perfil de expressão das 3 isoformas da AOX em T. cacao ao longo da vassoura de bruxa. À esquerda 
estão representados tecidos sadios de idade correspondente ao infectado. Os ramos foram obtidos em casa de 
vegetação, e os frutos foram coletados em campo. Apenas amostras de 30 dias após a inoculação (DAI) possuem 
réplica biológica e, portanto, desvio padrão. Dados extraídos do Atlas Transcriptômico da Vassoura de Bruxa 
(http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/atlas). 
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A. maculatum possui 7 isoformas da AOX, porém apenas a AOX1e, a qual não necessita 

de piruvato ou de agentes redutores para a sua completa ativação, está associada à termogênese 

[62]. Em A. thaliana há um controle espacial e temporal da expressão das 5 isoformas (AOX1a, 

1b, 1c, 1d e AOX2), podendo inclusive ocorrer a co-expressão em certos órgãos. Por exemplo, 

AtAOX1d é predominante durante a floração, enquanto que a AtAOX2 é encontrada 

majoritariamente na semente [89]. Em arroz, a expressão das AOX1a e -1b ocorre na raiz e em 

folhas maduras; a AOX1c é encontrada em folhas jovens, folhas maduras e na inflorescência, 

mas não na raiz; e a AOX2 está presente apenas na semente [90,91]. Na soja, a AOX2 é a 

isoforma predominante em cotilédones jovens, e a AOX 3, em cotilédones mais velhos e na raiz 

[92,93]. 

Em relação à resposta ao estresse, Vigna unguiculata apresenta expressão diferencial 

apenas da VuAox2b durante o estresse osmótico, não sendo detectada a expressão da VuAox1 

e da VuAox2a. Ainda mais, um cultivar resistente ao estresse osmótico exibe variação no perfil 

de expressão da VuAox2b dependente do osmólito empregado, havendo uma repressão por 

NaCl e uma indução por PEG 6000 [86]. Similarmente, as AOX1a e 1b de arroz são induzidas 

pelo frio, mas não a AOX1c [90]. 

Outro exemplo de expressão diferencial entre isoformas da AOX é encontrado em 

milho, no qual mutantes que apresentam disfunção mitocondrial apresentam uma 

superexpressão da AOX. Contudo, verificou-se um aumento na AOX2 na linhagem deficiente 

para o complexo I, enquanto que a mutação do complexo III leva a um aumento na AOX3. Já 

a disfunção da maquinaria de tradução mitocondrial induz a expressão de ambas isoformas [94]. 

Mesmo em fungos foram encontradas divergências. Por exemplo, a expressão 

desregulada da AOX (knock-down ou superexpressão) em Pichia pastoris leva a uma 

diminuição na produção de biomassa associado a um aumento na geração de espécies reativas 

de oxigênio e morte celular [73]. No entanto, a deleção ou superexpressão deste gene em A. 

nidulans não acarretou diferenças perceptíveis no crescimento in vitro, mesmo em condições 

de estresse oxidativo [69]. 

A AOX como fator de virulência e sobrevivência em patógenos 

A AOX é induzida em situações de disfunção mitocondrial, tais como inibição dos 

complexos respiratórios, inibição da ATP sintase, desacomplamento mitocondrial e a inibição 

do ciclo do TCA [95,96]. Em especial, a AOX cria uma via paralela aos complexos III e IV, a 
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partir do pool de ubiquinol, o que pode manter a ETC operando em casos de disfunção destas 

enzimas (Figura 4C). 

No caso de M. perniciosa, a MpAOX é expressa exclusivamente durante os estágios 

iniciais da VDB, momento em que o cacaueiro ainda está vivo. Interessantemente, foi detectado 

um aumento na quantidade de H2O2 e de oxido nítrico, um potente inibidor do complexo IV, 

na vassoura verde quando comparada com plantas não infectadas [6,9]. 

Além disso, vale destacar que 23% dos 236 fungicidas (princípios ativos) 

comercializados nos EUA em 2017 consistem de inibidores da respiração celular, sendo que 

43% destes são inibidores do complexo III (Fungicide Resistance Action Comitee, FRAC, 

2018). A azoxistrobina, fungicida da classe das estrobilurinas, é um inibidor do complexo III 

de enorme sucesso na agricultura. Assim sendo, há grande preocupação quando se identificam 

espécies ou isolados de fungos resistentes a este fungicida, inclusive pela ação da AOX [97,98]. 

De fato, o papel da AOX na resistência a estrobilurinas já foi demonstrado para M. 

perniciosa, e outros fitopatógenos que atacam culturas importantes ao redor do globo, tais como 

Magnaporthe grisea [99], Mycosphaerella graminicola [100,101], Sclerotinia sclerotiorum 

[102], Venturia inaequalis [103], dentre outros [97,104–107]. Ao mesmo tempo, a inibição da 

AOX foi suficiente para quebrar a resistência em muitos destes casos. 

A AOX também pode atuar contra fungicidas com outros modos de ação. Foi 

demonstrado em S. sclerotiorum um aumento na expressão da AOX quando desafiado com 

procimidona, um fungicida da classe das dicarboximidas e com atividade sobre a via de 

sinalização por histidina quinases e MAP quinases [108]. Já a AOX de Candida albicans parece 

ter papel relevante na resistência a azóis, inibidores de enzimas envolvidas na síntese de 

ergosterol, componente da membra celular de fungos [109,110]. 

Por fim, ressalta-se que a AOX também é encontrada em patógenos de humanos e outros 

animais, alguns dos quais também se mostraram sensíveis à inibição da AOX. Por exemplo, 

nos fungos e leveduras Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans e 

Paracoccidioides brasiliensis [111–114], bem como os protozoários Trypanosoma brucei, 

Cryptosporidium parvum, Toxoplasma gondii e Plasmodium falciparum [115–117]. 

Assim sendo, o estudo da AOX despertou grande interesse nas áreas da saúde e da 

fitopatologia, especialmente quanto ao desenvolvimento de novos produtos baseados na sua 

inibição. No contexto da VDB, espera-se que um inibidor da AOX atue sinergisticamente com 
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outros princípios que ataquem a via principal da respiração, desta forma sendo possível que o 

óxido nítrico naturalmente produzido pelo cacaueiro seja suficiente para este fim. 

Paralelamente, poder-se-ia aplicar um fungicida da classe das estrobilurinas durante o 

tratamento da VDB (em conjunto com o inibidor da AOX), com a vantagem de que as 

estrobilurinas já passaram pelas etapas de liberação para uso comercial. 

Desenvolvimento de novos inibidores da AOX para o tratamento de doenças 

Na década de 1970, derivados do ácido hidroxâmico e do ácido gálico foram 

identificados como inibidores da respiração alternativa de plantas, ainda que fossem 

inespecíficos para a AOX. Por exemplo, a ação destes compostos sobre lipooxigenases (que 

também consomem oxigênio), ocasionou certa dificuldade nos estudos iniciais para a 

identificação e caracterização da AOX [118–120]. 

Adicionalmente, a expressão da AOX é um mecanismo de sobrevivência ou virulência 

em vários microrganismos de interesse humano e ausente em vertebrados. Em particular, esta 

a única oxidase terminal presente em T. brucei, causador da doença do sono em humanos, 

durante a fase tripomastigota. Assim sendo, a TAO é considerada um potencial alvo para o 

desenvolvimento de novos agentes tripanossomicidas, conforme já demonstrado em condições 

de laboratório [115,121] (nota-se que a AOX é encontrada em outras espécies de tripanossoma, 

mas não em T. cruzi, causador da doença de chagas) [121,122]. 

De fato, demonstrou-se que o ácido salicil-hidroxâmico (SHAM) é eficaz contra T. 

brucei in vitro; porém, a toxicidade aguda em camundongos ocasionada pelas altas doses 

necessárias para a cura da tripanossomíase inviabilizou seu uso terapêutico [123]. Após extenso 

trabalho de síntese e caracterização de análogos estruturais, identificou-se que a injeção 

intraperitoneal de N-n-butil-3,4-dihydroxybenzamida (500-600 mg kg-1), em conjunto com a 

ingestão de glicerol, é altamente eficaz e apresenta baixa toxicidade aguda em camundongos 

[124–128]. 

Já em 1997 se descobriu que a ascofuranona, produzida pelo fungo ascomiceto 

Acremonium sclerotinogenum, exibe ação tripanossomicida in vitro através da inibição da 

glicerol-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e da TAO [129,130]. Produtos naturais 

estruturalmente correlatos (ascoclorina, coletoclorina e ilicicolina A), são igualmente ativos 

sobre a TAO e a AOX de outros organismos [35] (Figura 9). 
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Outros inibidores não seletivos da via alternativa da respiração já descritos são a 

cloroquina [131], o UHDBT [132,133], o ácido linoleico [52,133], a auraquina C [134], 

derivados do 4-hidroxibenzoato e do 4-alcoxibenzaldeído [135] e a cumarina – esta última 

inferida pela presença no sítio ativo da TAO após a resolução da estrutura cristalográfica 

(Protein Databank IDs 5gn7 e 5gn9) (Figura 9). 

Ao contrário do reportado para a N-n-butil-3,4-dihydroxybenzamida, a injeção 

intraperitoneal (400 mg kg-1) ou a ingestão (3.200 mg kg-1) da ascofuranona sem a 

coadministração de glicerol foi capaz de curar camundongos infectados com T. brucei [136]. 

Assim sendo, a ascofuranona é considerada uma forte candidata para o tratamento da 

tripanossomíase humana. Estudos recentes visaram elucidar as relações estrutura-atividade de 

análogos da ascofuranona sobre a TAO in vitro e in vivo, o que é fortemente beneficiado pela 

 

Figura 9. Inibidores conhecidos da AOX. Detalhes e referências bibliográficas são fornecidos ao longo do texto.
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disponibilidade de estruturas cristalográficas desta enzima ligada a análogos da ascofuranona 

(Protein Databank ID 3vva e 3w54 e Figura 6B) [137–139]. 

Em contrapartida, ainda há uma relativa falta de conhecimento sobre as AOX de fungos 

quando comparadas a protozoários e plantas, mesmo após a descoberta de que inibidores da 

AOX também poderiam ser empregados no controle de fitopatógenos que ameaçam culturas de 

importância econômica e a segurança alimentar global [97,98].  
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Objetivos 

Dado o exposto, este trabalho teve por objetivo gerar novas informações relevantes para 

o desenvolvimento direcionado de fungicidas baseados na inibição da AOX, bem como avaliar 

o seu efeito em fitopatógenos de interesse. Especificamente: 

1. Desenvolver modelos experimentais adequados para a triagem e caracterização 

funcional de inibidores da AOX de fungos, tanto de compostos já conhecidos como 

novas entidades químicas; 

2. Avaliar o potencial antifúngico de inibidores da AOX sobre M. perniciosa, in vitro 

e in planta; 

3. Purificar a AOX de M. perniciosa (MpAOX) recombinante e caracterizá-la 

funcionalmente quanto à cinética enzimática, ativação pós-traducional e inibição por 

pequenas moléculas; e 

4. Gerar dados úteis para direcionar análises da interação proteína-ligante e estudos de 

relação estrutura-atividade; 

 

Os resultados obtidos são organizados em dois capítulos. No primeiro capítulo é 

apresentado o manuscrito intitulado “Synthesis and testing of novel alternative oxidase (AOX) 

inhibitors with antifungal activity against Moniliophthora perniciosa (Stahel), the causal agent 

of witches’ broom disease of cocoa, and other phytopathogens” aceito para publicação no 

periódico Pest Management Science [104]. Neste trabalho, buscou-se desenvolver um modelo 

celular para a triagem e caracterização funcional de novos inibidores da AOX com ação 

antifúngica. Dado que a rota sintética estabelecida para a ascofuranona e análogos é laboriosa 

e de baixo rendimento, foi planejada e sintetizada uma nova classe de inibidores putativos da 

AOX, em colaboração com a Dra. Silvana A. Rocco do Laboratório Nacional de 

Biociências/Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (LNBio/CNPEM). Derivados 

de N-fenilbenzamidas (NPD) foram planejados com base na estrutura de ligantes já conhecidos 

da AOX, o SHAM e o n-propil galato, visando-se manter a capacidade de interação com a 

enzima, porém modulando a hidrofobicidade do ligante. Em seguida, 74 NPD foram testados 

na levedura modelo Pichia pastoris, a qual possui uma AOX endógena, em ensaios de medição 

do consumo de oxigênio e de crescimento celular. O composto específico para a AOX e que 

proporcionou a maior inibição sobre o crescimento de P. pastoris (NPD 7J-41) também exibiu 
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maior potência que o SHAM sobre a AOX recombinante de M. perniciosa expressada em 

Escherichia coli. Por fim, testes in vitro e in planta demonstram que o 7J-41 tem ação 

antifúngica contra fungos fitopatógenos, inclusive M. perniciosa. Tais dados apoiaram a criação 

de um modelo computacional usado em simulações in silico para a elucidação de relações 

estrutura-atividade para os NPD. 

No segundo capítulo, é abordada a expressão, a purificação e a caracterização 

bioquímica da MpAOX recombinante (rMpAOX), em colaboração com o Dr. Artur T. Cordeiro 

(LNBio/CNPEM) e o Prof. Dr. Anthony L. Moore (University of Sussex, Reino Unido). 

Inicialmente, foi avaliada a atividade da rMpAOX ainda associada à membrana celular de E. 

coli. Conforme observado em outras AOX de fungos, a rMpAOX foi ativada por GMP, AMP 

e ADP. Então, ensaios de dose-reposta foram realizados com a ascofuranona e análogos 

estruturais, confirmando que esta classe de inibidores também age sobre a MpAOX. 

Interessantemente, observou-se uma grande diferença na potência da ascoclorina entre a 

rMpAOX e a TAO e, após a comparação dos resíduos que compõem o sítio de ligação com o 

ligante destas duas enzimas, identificaram-se dois resíduos da MpAOX que provavelmente 

desfavorecem a interação com a ascoclorina. Por fim, a cinética enzimática da rMpAOX foi 

caracterizada em relação ao substrato (ubiquinol-1) e um inibidor (coletoclorina B), permitindo-

se obter constantes de Michaelis-Mentes e de inibição para estes compostos. Estes dados 

compõem um manuscrito em elaboração a ser submetido para publicação.  
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CAPÍTULO 1 

Synthesis and testing of novel alternative oxidase (AOX) inhibitors 

with antifungal activity against Moniliophthora perniciosa (Stahel), the 

causal agent of witches’ broom disease of cocoa, and other 

phytopathogens 

 

Barsottini et al. (2018), Pest Manag. Sci., in press, DOI 10.1002/ps.5243 
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CAPÍTULO 2 

Heterologous expression, purification and characterization of the 

alternative oxidase from the fungal phytopathogen Moniliophthora 

perniciosa 

 

Manuscrito em elaboração. 
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Abstract 

Background: Moniliophthora perniciosa a fungal pathogen that causes the witches’ broom 

disease of cocoa (WBD). WBD is a threat to the chocolate industry and cannot be eradicated 

after infection occurs. The membrane-bound mitochondrial enzyme alternative oxidase 

(MpAOX) is crucial for pathogen survival and is a desirable target for fungicide development. 

However, little is known about MpAOX inhibitors. 

Methods: Recombinant MpAOX was used for biochemical investigations. Dose-response 

assays with activators and inhibitors were performed with the membrane-bound MpAOX, 

followed by experiments the kinetic characterization of purified rMpAOX. A structural model 

was created and compared to AOX from Trypanosoma brucei (TAO). 

Results: Maximum rMpAOX activation was seen with 5’-GMP (10-fold increase). A range of 

responses was observed with the tested inhibitors, with colletochorin B (IC50 = 14.8 nM) being 
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350 as potent as ascochlorin (IC50 = 5,246 nM), which have not been observed on TAO. This 

fact, alongside sequence and structural comparisons between MpAOX and TAO, led to the 

identification of key substitutions in the MpAOX ligand binding pocket that are likely 

responsible for the poor interaction of ascoclhorin. Finally, kinetic parameters were determined 

for rMpAOX with regard to the substrate ubiquinol-1 (KM = 53.4 µM) and colletochlorin B (KI 

= 14.8 nM). 

Conclusions: MpAOX has similar kinetics towards the substrate and activators as other AOXs. 

However, differences in the ligand binding pocket lead to striking differences in affinity to 

inhibitor, specially ascochlorin. 

General significance: Those results will be useful for the development of novel AOX-targeting 

antifungal agents. 

 

 

Highlights 

 MpAOX is activated by 5’-GMP and inhibited by colletochlorin B and analogues 
 Two residues in the binding pocket most likely prevent interaction with ascochlorin 
 Our results will support the development of novel WBD treatments 

 

Keywords 

Moniliophthora perniciosa; alternative oxidase; antifungal agent; membrane protein; AOX 

inhibition 

 

Abbreviations 

5’-ADP: Adenosine 5'-diphosphate; 5’-AMP: Adenosine 5’-monophosphate; 5’-GMP: 

Guanosine 5’-monophosphate; AC: ascochlorin; AF: ascofuranone; ALA: 5-aminolevulinic 

acid; AOX: alternative oxidase; C12E8: octaethylene glycol monododecyl ether; CB: 

colletochlorin B; CD: colletochlorin D; FC-12: fos-choline-12; Q1: ubiquinone; Q1H2: 

ubiquinol-1; SHAM: salicylhydroxamic acid; TAO: Trypanosoma brucei alternative oxidase; 

WBD: Witches’ broom disease of cocoa 
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1. Introduction 

The cocoa tree (Theobroma cacao) is a perennial plant originated from the Amazon 

River basin in Central America. Cocoa beans are the main raw material used in the multi-billion 

dollar chocolate industry, and the cocoa pod may be used in cosmetics, food thickeners, 

beverages, and others. However, fungal pathogens are one of the main causes of production 

losses in cocoa plantations, which is estimated at 30% worldwide. The basidiomycete fungus 

Moniliophthora perniciosa is the causal agent of the Witches’ Broom Disease of cocoa (WBD) 

present in Latin America, and a WBD outbreak in Brazil’s main cocoa producing region – the 

state of Bahia – in 1989 led to a significant loss in Brazilian competitiveness. Therefore, Brazil 

shifted from net exporter to net importer of cocoa beans, with major economic and social losses 

[1]. 

M. perniciosa is a hemibiothtophic pathogen with a complex life-style and two 

physiologically distinct life stages. The infection begins when M. perniciosa basidiospores 

reach meristematic cocoa tissues, whereupon infective hyphae penetrate through stomata and 

wounds. Initially, M. perniciosa develops without killing its host, the biothrophic stage of 

WBD. Most prominent infection symptoms during the biotrophic stage are hypertrophy and 

hyperplasia of affected tissues, along with loss of apical dominance in shoots. After 2-3 months, 

WBD advances to the necrothophic stage and infected tissues wither and die. Cycles of rain and 

drought induce the formation of basidiomata and basidiospores, which are carried by wind and 

rain. 

M. perniciosa exhibits large morphological and physiological differences between the 

biotrophic and necrotrophic stages, as well as an unusually long biothrophic stage when 

compared to other known phytopathogens [1,2]. Of particular interest is the identification an 

alternative oxidase (AOX)-coding gene, which is highly expressed during the M. perniciosa-

cocoa interaction and most likely critical for WBD development [3,4]. 

The AOX is an enzyme that participates in the cellular respiration, a process during 

which reducing equivalents are transferred from carbon sources to oxygen. The main 

respiratory path way consists of four multi-enzyme complexes (I to IV) and two small 

components (ubiquinone and cytochrome C) in the inner mitochondrial membrane, which 

utilizes the chemical energy to translocate protons to the mitochondrial intermembrane space 

that, in turn, drives ATP synthesis. AOX is a terminal oxidase that creates a branching point at 
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the ubiquinone level, thereby bypassing complex III and complex IV, which reduces the 

generation of ATP. The chemical energy is released as heat instead [5]. 

On the other hand, there is substantial evidence that the AOX ensures some level of 

metabolic plasticity to the cell, both during regular metabolic conditions and in stressful events. 

Such an event is the inhibition of complexes III or IV, which halts cellular respiration, ATP 

production and other upstream processes. The oxidative imbalance also leads to the generation 

of harmful reactive oxygen species. In the presence of AOX, however, excess reducing 

equivalents can be used to reduce oxygen to water, thereby partially maintaining energy 

production through complex I. 

It has been shown that infected cocoa plants produce nitric oxide, a potent complex IV 

inhibitor, and we have recently demonstrated that chemical inhibition of AOX abolishes M. 

perniciosa infection, making AOX inhibitors putative antifungal crop protection agents [4,6]. 

Furthermore, M. perniciosa AOX (MpAOX) is a key resistance factor to commercial fungicides 

known as strobilurins, which are inhibitors of Complex III [4], and the same was observed in 

other fungal plant pathogens, such as Botrytis cinerea, Magnaporthe grisea, Monilinia 

fructicola, Mycosphaerella graminicola, Pyricularia oryzae and Venturia inaequalis [7,8]. 

Therefore, in order to gain further insights on MpAOX function and inhibitors, we have 

heterologously expressed and purified this enzyme. We demonstrate that the recombinant 

MpAOX (rMpAOX) is active in Escherichia coli membrane, which was used to evaluate 

colletochlorin B (CB) and structurally related AOX inhibitors in dose-response assays. 

Moreover, an analysis of an MpAOX structural model and comparison with the known structure 

of Trypanosoma brucei AOX (TAO) allowed the identification of key amino acid residues that 

influence protein-ligand affinity. Finally, we present and discuss the kinetic characterization of 

the purified rMpAOX. We hope that those results will aid the development of novel antifungal 

agents against M. perniciosa and other fungal pathogens. 

 

2. Methods 
2.1. Chemicals and reagents. 

Ubiquinonol-1 (Q1H2) was obtained after the chemical reduction of ubiquinone-1 (Q1; 

Sigma), as described elsewhere [9]. In summary, 10 mg ubiquinone-1 were dissolved in 5 mL 

ethanol, to which 4 g Na2S2O4 in 30 mL of water were added. The reaction was left for one hour 

in the dark and ubiquinol-1 was extracted three times with 20 mL n-hexane. The n-hexane was 
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washed with 20 mL water, dried with solid MgSO4 and filtered. The n-hexane was removed by 

evaporation and the solid residue was ressuspended with CDCl3 for Nuclear Magnetic 

Resonance spectroscopy to confirm the identity and purity of ubiquinol-1. The chloroform was 

removed by evaporation and ubiquinol-1 was dissolved with acidified DMSO and stored at -80 

°C until use. To determine the concentration of ubiquinol-1, it was diluted 100-fold in water 

and left to spontaneously oxidise for 24 h, after which the absorbance at 278 nm was determined 

(ε278 = 15 mM-1 cm-1). Detergents were obtained from Anatrace. 

2.2. rMpAOX cloning and expression. 

The MpAOX gene used in this work corresponds to UniProt ID A8QJP8 [4], which was 

cloned without the predicted mitochondrial leading sequence (hereafter referred to as 

rMpAOX), as assessed with the Signal P server [10]. Strep-tagged rMpAOX was synthesized 

and cloned into the pET15a plasmid in which the poly-histag was substituted by a twin-streptag. 

For the HIS-tagged rMpAOX construct, the DNA-coding sequence was PCR-amplified from a 

M. perniciosa cDNA library with flanking NdeI and EcoRI restriction sites and cloned into the 

pET28a (Novagen) backbone with standard molecular biology techniques. Both rMpAOX 

constructs were confirmed by DNA sequencing. rMpAOX expression, E. coli membrane 

fraction preparation and protein purification were performed essentially as described for TAO 

and Sauromatum guttatum AOX [11,12]. FN102 E. coli cells transformed with 

pET15b:rMpAOX plasmid were used to inoculate 10 mL of L-broth supplemented with 100 μg 

mL-1 ampicillin, 100 μg mL-1 kanamycin and 50 μg mL-1 5-aminolevulinic acid (ALA). This 

was left to grow overnight at 37 °C. On the following day, 1 mL of overnight culture was 

transferred to 50 mL of L-broth supplemented with 100 μg mL-1 ampicillin, 100 μg mL-1 

kanamycin, 50 μg mL-1 ALA, 0.2 % (w/v) glucose, 50 µg mL-1 MgSO4, 25 µg mL-1 FeSO4, and 

25 µg mL-1 FeCl3. The starter culture was left at 37 °C in a shaking incubator (180 rpm) until 

the OD600 reached 0.6. The cells were harvested and the cell pellet was resuspended with ~5 

mL of fresh K-broth and used to inoculate 4 L of K-broth supplemented with 100 μg mL-1 

carbenicilin, 100 µg mL-1 kanamycin, 50 µg mL-1 MgSO4, 25 µg mL-1 FeSO4, 25 µg mL-1 FeCl3 

and 0.2 % (w/v) glucose, with an starting OD600 of 0.01. The culture was incubated at 30 ˚C 

with 180 rpm shaking until the OD reached ~0.6, then 50 μM IPTG was added for induction of 

rMpAOX expression. Cultures were left at 30 ˚C for 14-16 hours before cell harvesting. The 

pET28a:rMpAOX-his-tag plasmid was transformed into the E. coli strain BL21 (DE3) Rosetta 

2 (Novagen) which were plated on selective L-broth with 50 µg mL-1 kanamycin and 50 µg 

mL-1 cloramphenicol. A pre-starter culture was grown overnight at 37 °C and used on the 
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following day to inoculate 10 L of LB added of kanamycin, cloranphenicol and 50 µM Fe2SO4 

to an starting OD of 0.01. The culture was grown at 30 °C until the OD600 reached 0.1, when 

50 µM IPTG was added. Cells were harvested after 10 h.  

2.3. E. coli membrane fraction preparation. 

E. coli membrane preparation were performed as described [12], with minor 

modifications. The cell pellet was thoroughly resuspended in 10 mL per gram of cells of 65 

mM MOPS buffer pH 7.5 supplemented with protease inhibitor tablets (Roche; 1 tablet per 50 

mL), 2.5 U mL-1 of benzonase and 100 mM MgSO4. The cells were disrupted using two passes 

at 30 kPa through a pre-cooled Constant cell disruption system (Constant Systems Ltd). The 

lysate was centrifuged for 15 minutes at 16,000 rcf, and the pelleted unbroken cells and large 

cell debris were discarded. The supernatant was centrifuged for 90 minutes at 200.000 rcf to 

collect the fragmented membranes. After centrifugation the supernatant was discarded and the 

membrane pellets were thoroughly resuspended with 65 mM MOPS pH 7.5 with the aid of a 

Dounce homogenizer. 

2.4. rMpAOX purification. 

The E. coli membrane fraction was prepared as described and resuspended with 50 mM 

Tris-HCl pH 7.5, 20% glycerol, 200 mM MgSO4 and 1% Fos-Choline-12 (FC-12) instead of 

MOPS buffer. The sample was left under gentle rocking for 1 h at 4°C, after which it was 

centrifuged at 200.000 rcf for 30 min. The supernatant was then subjected to immobilized metal 

affinity chromatography with the Ni-NTA Superflow resin (Quiagen) loaded with Ni2+ for 

purification of his-tagged rMpAOX, which was performed gravimetrically at 4 °C. The resin 

was equilibrated with 50 mM Tris-HCl pH 7.5 before passing the sample, after which the resin 

as washed with 10 volumes of buffer A (20 mM Tris-HCl pH7.5, 50 mM MgSO4, 60 mM NaCl, 

20% glycerol and 0.05% DDM unless otherwise stated) with 100 mM imidazole. rMpAOX 

elution was carried out with 3 resin volumes of buffer A added of 250 mM imidazole. Protein 

purification was followed by SDS-PAGE and coomassie brilliant-blue staining [13], as well as 

western blot with AOX antibody. Protein content was estimated through the Bradford method 

[14] and bovine serum albumin as standard. 

2.5.  Enzymatic activity measurements 

AOX activity measurements were performed essentially as described elsewhere for 

other AOXs [12,15]. Oxygen uptake from membrane-bound rMpAOX was measured in an 

Oxygraph-2k (Oroboros Inc.) high-resolution respirometer in 65 mM MOPS pH 7.5 with 1.25 
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mM NADH and 0.1 mg mL-1 potassium cyanide. Respiration rates were recorded before and 

after the addition of putative MpAOX activators 5’-ADP, 5’-AMP, 5’-GMP, glyoxylate, 

oxaloacetate, pyruvate or succinate. NADH oxidation measurements membrane-bound 

rMpAOX were performed spectrophotometrically (ε340 = 6.22 mM-1 cm-1), with KCN, 1 mM 

GMP and 300 µM NADH. For the pure rMpAOX, Q1H2 oxidation was measured 

spectrophotometrically (ε284 = 14.1 mM-1 cm-1) with 100 ng enzyme in 50 µL of 20 mM tris-

HCl pH 7.5 and 0.0125% octaethylene glycol monododecyl ether (C12E8). Absorbance 

readings were performed in microtiter plates in triplicate periodically during 20 minutes, and a 

blank reaction (substrate without enzyme) was included in every assay and was used to 

determine the baseline substrate oxidation rate (background). The background was subtracted 

from the enzymatic reaction rate. When tested, inhibitors were preincubated with the enzyme 

in reaction buffer for 2-5 minutes before starting the reaction by the addition of the substrate. 

GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc.) was used for model fitting. 

2.6. MpAOX sequence alignment and structural modelling 

The amino acid sequence of AOXs used in this work were from Trypanosoma brucei 

(GenBank ID BAB72245.1), Moniliophthora perniciosa (ABN09948.3), Septoria tritici 

(XP_003851917.1), Neurospora crassa (XP_962086.1), Aspergillus niger (BAA32033.2), 

Arabidopsis thaliana (NP_188876.1), Oryza sativa (XP_015635413.1) and Zea mays 

(NP_001105180.1). The sequence alignment was performed in JalView [16] software with the 

built-in MUSCLE routine and default parameters. The MpAOX protein sequence was used as 

input in the SWISS-MODEL protein structure modelling server [17] and TAO crystal structures 

PDB ID 3vv9 and 3w54 [18] were selected as templates. The quality of the output model was 

checked within parameters provided by SWISS-MODEL server. The MpAOX model and TAO 

structure 3w54 were aligned with PyMOL molecular viewer version 1.8.x (Schrödinger, LLC) 

and visually inspected, in particular residues that form the active site in TAO and residues with 

known functions [5]. The volume of the ligand-binding pocket was calculated with the 

KVfinder plugin [19] with “probe in” and “probe out” parameters respectively set as 1.1 Å and 

5 Å. 

 

3. Results and Discussion 
3.1.Membrane-bound rMpAOX 

The rMpAOX construct used in this work corresponds to the mature MpAOX enzyme 

without the predicted mitochondrial leading peptide (first 40 N-terminal amino acid residues), 
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which is cleaved after import to the mitochondria [20]. The removal of the mitochondrial 

leading sequence has been shown to increase recombinant TAO stability [21], which we also 

observed for rMpAOX (data not shown). 

Initial characterizations of membrane-bound rMpAOX were performed with the high-

resolution oxygraph Oroboros 2k. It has been shown that fungal AOXs are activated by mono- 

and diphosphate nucleosides, such as AMP, GMP and ADP, while plant AOXs display higher 

activity in the presence of organic acids, such as pyruvate, succinate and others [22,23]. 

Accordingly, GMP increased membrane-bound rMpAOX oxygen uptake 9.8 times, to a 

maximum of 669.2 ± 210.2 nmol O2 min-1 mg total protein-1, followed by AMP (8.5 times) and 

ADP (5.9 times). No activation by organic acids was observed (Fig. 1A). GMP dose-response 

assays revealed that GMP EC50 and EC90 are 153 µM and 1422 µM, respectively (Fig. 1B). 

 

 

 

Next, 6 known AOX inhibitors were evaluated on membrane-bound rMpAOX. For that, 

NADH consumption was monitored spectrophotometrically in the presence of varying 

concentrations of each inhibitor. As shown in Fig. 2B, salicylhydroxamic acid (SHAM) did not 

exert any appreciable effect up to the maximal tested concentration of 25 µM, while IC50 values 

 

Fig. 1. Testing of rMpAOX activators. (A) Fold-change in membrane-bound rMpAOX O2 

uptake after addition of putative activators: ADP, AMP, glyoxylate, GMP, oxaloacetate, 

pyruvate and succinate (1 mM each). GMP caused the greatest increase in enzymatic activity. 

(B) Dose-response assay with GMP. The continuous line indicate the best fit for a 4-parameter 

sigmoid function. EC50 = 153 ± 9 µM. 
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were successfully determined for ascochlorin (AC), ascofuranone (AF), colletochlorin B (CB), 

colletochlorin D (CD) and octyl gallate (OG). Interestingly, AC, AF, CB and CD possess 

identical head groups, allowing one to isolate the effect of distinct carbonic tail on inhibitor 

potency. Amongst those 4 analogues, AF and CB exhibited the lowest IC50 (8.8 nM and 14.8 

nM, respectively), followed by CD (114.9 nM) and AC (5,246 nM). 

3.2. MpAOX structural model 

In order to gain further insights on MpAOX inhibition, we compared our results with 

published data from TAO. Of particular interest were the crystal structure of TAO bound to CB 

and structure-activity relationships of CB analogues [15,18]. In TAO, AC has an IC50 7.5 times 

higher than CB, however that ratio is 350 in rMpAOX. Since a sequence alignment between 

MpAOX and TAO revealed a complete conservation in amino acid residues involved in binding 

to CB (Supplementary fig. S1), an MpAOX structural model was generated based on the TAO 

crystal structure PDI ID 3w54 (Fig. 2C). The predicted tertiary structure of MpAOX is in good 

agreement with TAO, with a Cα root mean square deviation of 1.6 Å between both proteins. 

Importantly, the AOX core composed of six α-helices that accommodate the hydrophobic 

substrate binding cavity and the catalytic site are highly conserved, and the main differences 

between MpAOX and TAO were found in the N-terminus region, as well as in the 18-residue 

insertion present in fungal AOXs between α-helices α1 and α2. 

A comparison of the residues that make up the AOX hydrophobic cavity revealed six 

substitutions in MpAOX (Fig. 2D and Table 1). In general, the MpAOX residues are bulkier 

than their TAO counterparts, making the MpAOX cavity volume (165.89 Å3) smaller than TAO 

(225.72 Å3). A visual inspection of CB bound to TAO crystal structure shows that the end of 

the isoprenyl tail is close to V125 and M190, which in MpAOX correspond to I167 and F232, 

respectively. With this, the bulky trimethylated cyclohexanone ring in AC can potentially clash 

with MpAOX residues and explain the drop in potency. 

Conversely, AF displayed a similar relative potency on both AOXs, approximately 1.5 

times lower than CB. This indicates that differences seen in the MpAOX hydrophobic cavity 

did not significantly affect the interaction with the furanone ring in AF. Given the longer 

isoprene tail in AF, it is possible that the furanone ring is positioned farther away from I167 

and F232, being positioned outside of the hydrophobic cavity. Finally, CD has the shortest 

isoprene tail, which led to an increase in IC50 in MpAOX. This is in accordance with results 

with TAO, for which longer carbon chains increase inhibitor potency [15,24,25]. 
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Fig. 2. Structure-activity relationship of MpAOX inhibitors. (A) Molecular strucutre of 

ascofuranone (AF), colletochorin D (CD), colletochlorin B (CB), ascochlorin (AC) octyl 

gallate (OG) and salycilhydroxamic acid (SHAM). (B) Dose-response assay with membrane-

bound rMpAOX. Symbols represent the mean and standard deviation of three independent 

measurements. The continuous line is the best fit of a 4-parameter sigmoid function used to 

determine IC50 values. (C) Overview of MpAOX (red; computer-generated) and TAO (bue; 

PBB ID 3w54) structures. The asterisk marks an insertion of 18 residues in MpAOX (green 

loop) found in fungal AOXs and likely necessary for activation by GMP. The arrow indicates 

the entrance to the substrate binding pocket (gray shading) (D) Analysis of MpAOX and TAO 

binding pocket composition. Amino acid residues that are different between those enzymes 

are shown as red (MpAOX) and blue (TAO) sticks, and listed in Table 1. MpAOX residue 

numbering is used as reference. Yellow sticks depict CB present in the TAO crystal structure, 

and orange and red spheres represent two Fe2+ and one OH- in TAO. 
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3.3.rMpAOX purification and kinetic characterization 

The purification of his-tagged rMpAOX was performed essentially as described for 

TAO and SgAOX [11,12]. An initial detergent screening indicated that DDM and FC-12 were 

the most efficient for membrane protein extraction whilst retaining rMpAOX activity, and those 

detergents were selected for further evaluation. C12E8, which improved TAO activity when 

included in the enzyme reaction buffer [11], was also tested. As seen in Fig. 3A, using 1% FC-

12 during protein solubilization yielded the highest rMpAOX enzymatic activity, regardless of 

the detergent subsequently used for purification. Based on those results, we selected 1% FC-12 

for membrane protein solubilization and 0.05% DDM for downstream steps. Therefore, a highly 

pure protein of the expected size for the his-tagged rMpAOX construct (40.7 kDa) was seen 

after SDS-PAGE and was also detected by western blot with an AOX-specific antibody (Fig 

3B). 

Next, rMpAOX was characterized with respect to ubiquinol-1 (Q1H2). A titration of 

C12E8 in the reaction buffer showed that 0.0125% led to maximal enzymatic activity 

(Supplementary fig. S2A). Subsequently, the KM and VMax for rMpAOX and Q1H2 were 

successfully determined as 53.4 ± 6.5 µM and 432.4 ± 19.3 nmol Q1H2 min-1 mg-1 respectively 

(Fig. 3C). In contrast to results obtained with the membrane-bound rMpAOX, GMP exerted no 

Table 1. Diference in amino acid composition in the 

substrate binding pocket between MpAOX and TAO. 

MpAOX TAO 

Y123 F99 

I161 C119 

I167 V125 

A228 T186 

F232 M190 

F236 L194 
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effect on this enzyme after solubilization (Supplementary Fig. S2B). This suggests that 1) 

either the hydrophobic phospholipid environment, or a yet unknown intermediate or interaction 

partner is required for AOX activation by GMP; or 2) rMpAOX is at maximum capacity and 

the reaction rate cannot be increased. 

The purified rMpAOX was then used to further characterize the inhibition by CB in 

dose-response assays (Fig. 3D). The IC50 of this compound is 59.3 ± 24.4 nM, which is similar 

to the value observed previously with the membrane-bound enzyme. Since the IC50 for CB is 

within a 10-fold difference with respect to the enzyme concentration (approximately 50 nM), 

CB was considered a tight binder and the Morrison equation was used to calculate KI [26], 

which was determined as 14.8 ± 2.3 nM. 
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Fig. 3. Purification and kinetic characterization of rMpAOX. (A) Effect of detergents DDM, 

FC12 and C12E8 on pure rMpAOX activity.  Each bar depict the Q1H2 oxidation rate of 

rMpAOX purified with the indicated detergents during membrane protein solubilization (top 

label) and affinity chromatography (bottom label). Membrane protein solubilization with 

FC12 allowed for the highest rMpAOX activity, regardless of the detergent employed in 

downstream steps. (B) Coomassie-brilliant blue-stained SDS-PAGE (left) and western blot 

(right) of protein samples collected during rMpAOX purification. M: molecular weight 

marker; 2: total E. coli protein; 3: clarified cell lysate; 4: E. coli membrane faction; 5: affinity 

chromatography flow-through; 6: affinity chromatography eluate. (C) Kinetic 

characterization of rMpAOX with respect to ubiquinol-1 (Q1H2). The assay was performed in 

50 µL 20 mM tris-HCl buffer with 0.0125% C12E8 and 100 ng rMpAOX. The continuous 

line is the best fit for the Michaelis-Menten kinetic model. (D) Dose response assay with CB 

and 100 µM Q1H2. Points represent two independent measurements and the continuous line is 

the best fit for the Morrison equation [26]. 
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4. Discussion 

For the first time, we present the heterologous expression, purification and kinetic 

characterization of a fungal AOX. It has been shown that AOXs from other fugal species 

Neurospora are activated by GMP and other nucleotides in the mitochondria [23,27,28], which 

was also observed here with E. coli membrane-bound rMpAOX. Moreover, the fact that AMP 

induces a greater effect than ADP is in agreement with previous reports. However, GMP 

activation was abolished after removal of rMpAOX from the cell membrane, suggesting that 

the hydrophobic environment is required for interaction or that GMP exerts its effect on AOX 

through an yet unknown intermediate. It is noteworthy that MpAOX, as other fungal AOXs, 

contains an insertion between α-helices 1 and 2 of approximately 20 amino residues that is 

proposedly related to GMP activation [28]. 

Six AOX inhibitors were subjected to dose-response assays on the membrane-bound 

rMpAOX. SHAM did not show any effect up to 25 µM, which is in accordance with results 

showing that SHAM has a high IC50 on rMpAOX in the milimolar range in intact E. coli cells 

[6]. Interestingly, AF and CB displayed similar relative potencies on rMpAOX, TAO and 

SgAOX [12,15], with AF being twice as active than CB, as assessed by IC50 measurements. On 

the other hand we have identified key differences in MpAOX that may explain the poorer effect 

of AC on that enzyme. Namely, amino acid substitutions near the entrance of the ligand pocket 

that may hinder the interaction of bulkier compounds. This highlights that not only 

modifications in the aromatic ring may influence protein-ligand interaction, which may be 

useful to guide the development of selective AOX inhibitors, especially important in 

agricultural settings where both plant and pathogen contain AOX genes. Additionally, we have 

previously demonstrated that MpAOX inhibition by N-phenylbenzamide derivatives has a 

protective effect in plants against M. perniciosa [6], albeit with a high dosage of 200 µM. 

Therefore, we expect that AF and CB analogues, which have a much lower IC50 on rMpAOX 

will be more potent antifungal agents against the witches’ broom disease of cocoa. 

As observed with other AOXs, the selection of the detergent for protein purification is 

critical to ensure maximal enzymatic activity at the end of the process [11,12]. Here, we 

demonstrate that FC12 is the best choice for rMpAOX when compared to DDM and C12E8. 

Other detergents have been tested, but without improvement on yield and activity recovery 

(data not shown). Moreover, adding 0.0125% C12E8 to the reaction medium increased 

rMpAOX activity by 3.5 times and allowed the determination of kinetic parameters, in 

agreement with reports with TAO and SgAOX [11,12]. 
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The specific activity of solubilized rMpAOX has been determined as 432.4 ± 19.3 nmol 

Q1H2 min-1 mg-1, which is three orders of magnitude lower than TAO, the fastest AOX 

identified to date. Indeed, it has been pointed out that fungal AOXs display lower reaction rates 

than AOXs from other organisms [29]. The rMpAOX KM for Q1H2 is 53.4 ± 6.5 µM and is 

within the range of values reported for other AOXs [11,12,21,30]. 

In conclusion, we present insights on inhibitors of a fungal AOX and we hope that our 

results will aid the development of novel antifungal agents targeted at M. perniciosa and other 

fungal phytopathogens. 
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Supplementary information 

 

 

Supplementary fig. S1. Sequence alignment of AOXs from several organisms. Numbers on 

the left indicate the amino acid numbering for each sequence. Arrows show residues important 

for substrate binding and coordination of the two ferrous ions in the AOX catalytic site, and 

shaded regions indicate 100% identity regions. 
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Supplementary fig. S2. Purified rMpAOX enzymatic assays. (A) Titration of the detergent 

C12E8 in reaction buffer. (B) Testing of the effect of GMP on purified rMpAOX. 
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DISCUSSÃO GERAL 

A respiração alternativa, historicamente reconhecida como a respiração resistente a 

inibidores dos complexos III e IV, foi descrita pela primeira vez em 1937 em plantas 

termogênicas. Em 1971 se identificou a enzima responsável pelo fenômeno e com atividade de 

oxidase terminal: a AOX [29,140]. Desde então, novas informações sobre a distribuição 

filogenética da AOX e a função biológica trouxeram crescente interesse para esta enzima, tanto 

na investigação de aspectos básicos da biologia, quanto em aplicações de cunho tecnológico, 

tais como desenvolvimento de medicamentos [121,122], melhoramento vegetal para a 

resistência a estresse biótico e abiótico [141–144], terapia gênica para condições de disfunção 

mitocondrial [145,146] e de defensivos agrícolas. 

Em relação aos fungos fitopatógenos, a AOX ganhou destaque após a identificação do 

seu papel na resistência a fungicidas. Estrobilurinas são inibidores do complexo III 

comercializados desde a década de 1990 que alcançaram sucesso mundial como defensivo 

agrícola. Por exemplo, a azoxistrobina atingiu o patamar de fungicida mais comercializado 

mundialmente apenas 4 anos após seu lançamento, e em 10 anos as estrobilurinas ocupavam 

20% do mercado global de fungicidas. Ou seja, relatos de resistência causam alarde em igual 

proporção ao sucesso das estrobilurinas [97,147], especialmente quando se trata de fungos que 

ameçam a segurança alimentar mundial, como Magnaporthe grisea [99], Mycosphaerella 

graminicola [100,101], Sclerotinia sclerotiorum [102] e Venturia inaequalis [103]. 

Paralelamente, M. perniciosa foi o primeiro fitopatógeno no qual a AOX foi associada 

ao processo infeccioso em si. Similarmente ao observado em T. brucei, M. perniciosa parece 

ser exclusivamente dependente da MpAOX durante a colonização do hospedeiro vivo (hifas 

monocarióticas), o que torna esta enzima um interessante alvo para fungicidas direcionados. 

Não obstante, a MpAOX também confere resistência às estrobilurinas para M. perniciosa [9]. 

Dada a relevância da AOX de fungos, bem como o potencial impacto econômico e social 

de um fungicida baseado na inibição desta enzima, este trabalho teve como objetivo gerar 

informações relevantes para o desenvolvimento de novos inibidores da AOX para o uso em 

campo. Para tanto, a MpAOX foi escolhida como modelo. 

O primeiro capítulo é um manuscrito já aceito para publicação e sintetiza esforços 

voltados à padronização de novas metodologias úteis para o desenvolvimento, a triagem e a 

caracterização de novos inibidores da AOX com atividade antifúngica. Em primeiro lugar, a 
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fácil síntese dos NPD representa uma vantagem em relação aos derivados da ascofuranona. 

Ademais, a levedura P. pastoris demonstrou ser um modelo adequado para a triagem da 

biblioteca de moléculas sintetizadas, visto que possui uma AOX endógena que suporta o seu 

crescimento na presença de inibidores da respiração principal. Ademais, foi estabelecido um 

ensaio miniaturizado capaz de quantificar o crescimento da P. pastoris, o que possibilitou a 

comparação de um grande número de moléculas, seguido da identificação do NPD 7J-41 como 

um promissor inibidor da AOX e com ação antifúngica. De fato, demonstrou-se que o NPD 7j-

41 bloqueia a germinação de esporos de M. perniciosa e impede o surgimento de sintomas da 

VDB in planta. 

Outro ponto de interesse é o estudo das relações estrutura-atividade dos inibidores da 

AOX a fim de direcionar o planejamento racional de novas moléculas. A fácil síntese dos NPD 

permitiu gerar um grande conjunto de moléculas, e os resultados obtidos apoiaram a criação de 

um modelo computacional de interação proteína-ligante. Observou-se que átomos de halogênio 

nos NPD favorecem a interação do inibidor com a enzima através da interação com o ferro no 

sítio ativo, enquanto que grupos doadores de elétrons foram menos potentes. Isto está de acordo 

com resultados obtidos para derivados da ascofuranona e a AOX de T. brucei, sugerindo que a 

presença de halogênios seja essencial para boa interação entre proteína e ligante [137]. 

Por outro lado, os valores de IC50 da ascofuranona (~10 nM; Capítulo 2) e do NPD 7J-

41 (~200 µM; Capítulo 1) denotam uma grande diferença na potência destes dois compostos, 

sugerindo os NPD possam ser aprimorados. Como o anel benzênico da ascofuranona é 

totalmente substituído, ao contrário dos NPD, é possível que modificações adicionais nos NPD 

aumentem sua potência frente à MpAOX e os torne mais eficazes in vivo. Por exemplo,  na 

ascofuranona ocorre uma hidroxila na posição para em relação ao cloro, a qual também 

favorece a interação da ascofuranona com a AOX [137]. 

Já o segundo capítulo apresenta um manuscrito em fase final de preparação que aborda 

a expressão heteróloga e a caracterização funcional da MpAOX recombinante, juntamente com 

a caracterização de inibidores da classe da ascofuranona. Dado que a ascofuranona e derivados 

haviam sido testados apenas na AOX de parasitas e plantas, foi essencial averiguar se estes 

compostos seriam igualmente ativos sobre a AOX de um fungo. Confirmou-se que a MpAOX 

é sensível à ascofuranona e a coletoclorina B, condizente com a alta identidade dos resíduos na 

cavidade hidrofóbica entre a MpAOX e outras AOX. No entanto, houve uma grande 

divergência em relação à potência da ascoclorina, o que suscitou uma investigação mais 

detalhada deste fenômeno. 
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A presença da cicloexanona trissubstituída na cauda isoprênica da ascoclorina afetou a 

seletividade deste composto entre a MpAOX e a TAO. Após a comparação do sítio de ligação 

entre ambas AOX, tal divergência é possivelmente decorrente de dois resíduos de aminoácido 

na entrada da cavidade hidrofóbica da AOX que são mais volumosos na MpAOX do que na 

TAO. Interessantemente, diferenças na cauda isoprênica também estão associadas à modulação 

do efeito biológico em outros sistemas. Por exemplo, a ascofuranona é menos tóxica em 

camundongos do que a ascoclorina e a coletoclorina B, possivelmente devido à interação da 

ascoclorina e da coletoclorina B com o complexo III da respiração celular [28,148,149]. 

Nesse sentido, um dos desafios para o desenvolvimento de inibidores seletivos para a 

AOX é o fato de que outras enzimas mitocondriais têm o ubiquinol como substrato ou produto. 

Ou seja, há chance de que um inibidor da AOX competitivo para este substrato também interaja 

com outras enzimas. A ascoclorina e a coletoclorina B se ligam no complexo III eucarioto, bem 

como com em complexos respiratórios bacterianos [150]. A ascoclorina e a ascofuranona 

também inibem a diidroorotato desidrogenase humana (hDHODH) [151]; e a ascofuranona age 

sobre a glicerol-3-fosdato desidrogenase de T. brucei [129]. Outros compostos, como a 

cloroquina, o UHDBT e a auraquina C inibem tanto a AOX como a via principal da respiração 

quando avaliados em extratos de mitocôndrias [131,132,134]. 

Paralelamente, há relatos de interação da ascofuranona e da ascoclorina com proteínas 

que não relacionadas ao ubiquinol. Sabe-se que estas moléculas possuem ação antitumoral, 

imunossupressora, hipolipidêmica e anti-hipertensiva [152–158]. Estes efeitos estão 

possivelmente relacionados à ativação do PPARγ, um receptor hormonal nuclear envolvido na 

diferenciação celular e na regulação do metabolismo energético [159]. Outros análogos da 

ascoclorina são reconhecidos agonistas de receptores nucleares ou inibidores da enzima 

testosterona 5α redutase [160,161]. 

Os NPD ora identificados não são exceção. Por exemplo, fluopyram, flutolanil e 

benodanil são fungicidas inibidores do complexo II altamente semelhantes ao 7J-41 (Figura 

10). A principal diferença é que o anel benzênico ligado ao oxigênio é substituído em orto nos 

inibiores do complexo II, e não em meta. Inclusive, esta similaridade pode ter relação com os 

compostos inespecíficos para a AOX que foram identificados durante a triagem dos derivados 

de NPD. 

Finalmente, outro fator crítico que influencia nas características farmacológicas de um 

inibidor da AOX é o tamanho da cauda carbônica ligada ao anel benzênico. Derivados da 



74 

ascofuranona com uma cadeia carbônica mais longa são mais potentes, conforme observado 

entre a coletoclorina B e a coletoclorina D neste trabalho, bem como para outros compostos 

investigados [135,137,139]. Contudo, a alta lipofilicidade necessária para a interação com a 

TAO pode representar um problema em sistemas in vivo devido a problemas relacionados à 

administração e à distribuição sistêmica de um composto altamente hidrofóbico [126,162]. 

 

 

 

  

 

Figura 10. Fungicidas comerciais inibidores do complexo II e o NPD 7j-41. Fonte: Fungicide Resistance Action 

Committee (FRAC, 2018). 



75 

CONCLUSÃO 

Os objetivos propostos para este trabalho foram alcançados com sucesso. As 

informações geradas serão fundamentais para o desenvolvimento de novos agentes antifúngicos 

que atuam sinergisticamente com inibidores da via principal da respiração, para o controle da 

vassoura de bruxa do cacaueiro, bem como outras doenças que atacam culturas ao redor do 

mundo, como batata, tomate, café, feijão, soja, frutas cítricas, manga, uva, dentre outras.  

Com auxílio da levedura modelo P. pastoris, se desenvolveu um novo método para a 

triagem e caracterização de inibidores da AOX com ação antifúngica. Isto permitiu a 

identificação de um novo composto ativo contra a AOX: o NPD 7J-41, cuja obtenção é mais 

fácil e rápida do que os derivados da ascofuranona conhecidos até o momento. 

7J-41 inibiu a germinação de esporos de M. perniciosa e preveniu o desenvolvimento 

de sintomas da vassoura de bruxa. Isto representa um importante avanço rumo ao tratamento 

da VBD e outras doenças causadas por fungos dependentes da AOX. 

A MpAOX recombinante foi purificada com sucesso na sua forma ativa, porém o 

ambiente hidrofóbico (possivelmente a membrana fosfolipídica ou o substrato natural, Q10) é 

necessário para máxima atividade e para a regulação pós-traducional por GMP. 

A ascofuranona e derivados inibem a MpAOX, e a ascoclorina exibiu menor potência 

entre os compostos testados. Isto é possivelmente atribuído a restrições estéricas impostas pela 

volumosa cicloexanona ligada à cadeia isoprênica. Este fato será útil para o desenvolvimento 

de inibidores seletivos entre isoformas da AOX ou entre as AOX de diferentes organismos (por 

exemplo M. perniciosa e o cacaueiro). 
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PERSPECTIVAS 

Frente aos resultados ora apresentados, as próximas etapas poderão abordar: 

1. A otimização de inibidores da AOX baseados nos NPD, especialmente direcionados 

por modelos de interação proteína-ligante gerados com base nos dados ora 

disponíveis. 

2. Confirmar se a fraca interação da ascoclorina com a MpAOX realmente se deve aos 

resíduos de aminoácido sugeridos (I167 e F232), por exemplo por mutação sítio-

dirigida 

3. A obtenção da estrutura cristalográfica da MpAOX será de grande valia para o 

desenho racional de ligantes, bem como poderá trazer luz sobre o mecanismo de 

ativação por GMP. 

4. Averiguar a atividade sobre os NPD e outros inibidores sobre a AOX do cacaueiro, 

especialmente o transcrito CGD0008991 que foi detectado em todos os tecidos 

(Figura 8). 

5. Avaliar os inibidores da AOX quanto a outros parâmetros de interesse para o uso 

comercial, como: eficácia de tratamentos preventivo e curativo contra a VDB; 

toxicidade em plantas e animais; distribuição sistêmica em plantas e animais, 

permanência no meio-ambiente; permanência em produtos oriundos do cacaueiro; 

entre outros. 
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