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Processo de Pesquisa & Desenvolvimento
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Como se define o ALVO que um novo

fungicida deve controlar? {

* |Importancia Global (mercado)
— Frequéncia com que a doenca ocorre
— Severidade
— Perdas ocasionadas pela doenca

— Risco de perdas ($) caso a doenca nao seja
controlada
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Mercado Global de Fungicidas 2015 por
cultura
(US$ 13.7 Bn)

m Hortifruticultura
m Cereais

m Soja

m Arroz

m Milho

m Algodao

= Qutros

Fonte: Phillips McDougall



Mercado Brasileiro de Fungicidas em 2015:

US$2.9B

—) 0 SOja
m Milho
B Algodao
W Trigo
m Café
B Batata
B Feijao
N Arroz
m Horticultura (outros)
B Tomate
m Citros
m Cana de acgUcar

Maca

Fonte: Sindiveg, 2015.




Estudo de caso: Desenvolvimento de Fungicidas em uva
Balanco entre distribuicao global da cultura e
ocorréncia da doenca
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"Screening” de fungicidas

e “Screen’:

Testes (biologicos ou bioguimicos) em série que sao
necessarios para selecionar potenciais candidatos
(moléculas) com acao fungicida.

« Etapas da selecao: qualquer atributo que seja
necessario para o usuario final
- Especto ______
— Fitotoxicidade R - (Ec;ndigﬁes controlad;s: oS ~
— Redistribui(;éio na planta \Eziboratério e casade vegetaciégx
— Modo de acao
— Capacidade de redistribuicao na planta

‘h- ——’
e am s mm = =
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NUmero de moléculas

“Screening”
Taxa de sucesso
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Custo do Desenvolvimento de um novo produto

$m Total $184 m.
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“Screening” de fungicidas
Como achar potenciais “Leads” ?
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“Screening” de fungicidas
O que éum “Lead” ?

o K6 LEAD”

— Candidato inicial a partir do qual um futuro
fungicida podera ser desenvolvido

— Performance, atividade e caracteristicas
finals poderao ser muito diferentes da
molécula inicial

lllll LY
““““ /NI I .* G
.
* S o
. N
.

*

*

Q Q)
. = .
- = [ ] -

- " B u

. d n u
. v . "

. & . »

* * . N
* * . Q
- .
. * L o*
Yapns®

Area 1


http://www.shutterstock.com/subscribe.mhtml

“Screening” de fungicidas
Como achar um“Lead” ?

« Existem 2 abordagens classicas:

1. Qualquer atividade deve ser investigada independente se o
alvo é de interesse econdmico (Non-target approach)
— HTS (High-troughput screen): ensaios bioquimicos para
comparar atividade com padrdes ja conhecidos

— Testes “in vitro” (multi-well plates): avalia grande
numero de moléculas em varios fungos (alvos)

www.shutterstock.com - 1489686 www.shutterstock.com - 1489683
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“Screening” de fungicidas
Como achar um“Lead” ?

2. Somente investigar atividade em alvos de interesse econdmico
(Target approach)

- Vantagem de achar “leads” com maior probabilidade de se
tornarem produtos comerciais

- Selecao deve ser modificada de acordo com o alvo (banco de
dados fica comprometido)

- Testes sao geralmente “in vivo”

- Interac0es fisico-quimicas estao implicitas na atividade
demonstrada (por ex. Redistribuicdo na planta, translocacao etc)
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1" ‘ [
I,WZ@ * ??90‘&"‘ il De onde os “leads” surgem?

e Sao 3 as principais “fontes” de novos leads:
— Ao acaso
« Screening em fontes diversas
» “Combinatorial chemistry”
Sintese de Analogos
“Me-too”
“In house”
— Desenho racional

erstock.com - 2036019
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De onde os “leads” surgem? (cont.)

Ao acaso (“procurando uma agulha no
palheiro”)

— Screening em fontes diversas
e Library

 Third parties (companhias menores ou instituicoes
de pesquisa)
* Intermediarios no processo de producao
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“Procurando uma agulha no palheiro”

Para cada um “lead- fungicida”
encontrado este foi 0 numero
de moléculas avaliadas

250,000 1
\ 200,000

150,000

S N
=z Z N
1

NS 100,000

Tricyclazole 50,000+
(DAS 1976)

1956 1995 2000



De onde os “leads” surgem? (cont.)

“Combinatorial chemistry”:

— Uso de uma série de reacdes com multiplos
reagentes para “criar’ uma colecao com
milndes de moléculas

— Utilizado na industria farmaceutica

— Nenhuma garantia que a molécula “criada’
nao tenha sido descoberta anteriormente

— Vantagem: custo baixo, grande nimero de
moléculas podem ser avaliadas



De onde os “leads” surgem? (cont.)

Sintese de Analogo:

— baseia-se na otimizacao de analogos ja
conhecidos da companhia (“in — house”) ou
de concorrentes (“me-too”)

— Exemplo — triazois
* Primeiro em 1973 (Triadimefon — Bayer)
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Inibidores da 14a-Demethylase -

(ativo contra muitos

Triazois .

fitopatogénicos)
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DAS, 1984 DAS, 1991



De onde os “leads” surgem? (cont.)

Y
4wl
. N te
Desenho racional: /.tf; 3'/
— Molécula € sintetizada a partir de informagoes

especificas. E necessario conhecer 0s processos
metabodlicos do fungo e aonde o fungicida ir4 atuar.

— Atividade normalmente verificada somente “in vivo”

— Exemplo: inibidores C14-demethylation

« Fungicidas desta classe inibem a enzima P450 14
demethylase

« Conhecimento das propriedades fisicas e quimicas dos
inibidores foi possivel desenhar a estrutura quimica
necessaria para atuar no sitio de acao.

 Moléculas descobertas através desta técnica — flutriafol e
cyproconazole
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Biosintese do

OH
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- L/ / esterol ergosterol
N ~ - =
S proteina

Membrana da célula

« Ergosterol € o principal esterol da membrana do fungo

— encontrada em Ascomycetos e Basidiomycetos, mas ndo em
QOomycetos

« Essencial para o funcionamento da membrana celular
« Metabolicamente complexa de ser produzida




Inibidores da biosintese do Ergosterol

« Caracteristicas dos inibidores da C-14 demethylase:

— Radicais lipofilicos aderem ao P-450 enzyme normalmente
ocupada pelo 14a-methyl sterol

— O anel de nitrogénio tem afinidade com o cation heme do grupo da
enzima P-450 e bloqueia oxigénio

W

::?5 |



140-Demethylase X-Ray Crystal
Structure

Triazole-bound crystal structure
of the 14a-demethylase




“Screening” de fungicidas

Como selecionar e caracterizar
potenciais “Leads” ?
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Como selecionar e caracterizar
potenciais ?

« Testes em sequéncia para avaliar
performance dos analogos guanto:

— ATIVIDADE
nos organismos alvos e seletividade ao hospedeiro

— PERFORMANCE
Persisténcia
Mobilidade
Metodo de aplicacao
Manejo da resisténcia



O grande desafio do fitopatologista:
Desenvolver testes confiaveis e que “traduzam” os
resultados no campo

Plantas padrdes e estirpes
patogénicas (“linha de montagem
de fabrica”)

Resultados em curto espaco de
tempo (10-15 dias)

Uso de “formulagdes testes”
— Diluicao em acetona

— Padrdes de CE (concentrado
emulsionavel)

Dose Resposta — diluicdes em
série

Aplicacao
— Volume de calda
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Efeito protetor/ residual dos fungicidas

Casa-de-vegetagdo

Inoculagdo com esporos

Tratamento com fungicidas
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Efeito CURATIVO dos fungicidas

Casa-de-vegetagado

Tratamento
~ com
Inoculacao fungicidas
com esporos g Avaliagdo

Depende Z
do tempo o,
o o0o0° incubagdo

®oa® @® da doenga
°© 00 8°o Por ex:
o
3 DC
o8 o
>

o o

7 (R1) 14 (R4)

dias apds o tratamento



Padroes de Redistribuicao de
Fungicidas na planta

Floema

Translocacéao Via Floema

Translocacéao Via Xilema
Fluxo ocorre da fonte de

producéo de energia para
as areas de demanda de
energia

Acumulo nas areas de alta

transpiracéo (pontas das
folhas)

Sem movimentacao para
novos tecidos/ folhas



Teste para avaliar translocacao de
fungicidas em plantas

> Planta alvo / Patossistema de interesse

Bloco de fibra de vidro
(absorve fungicida + solucéo nutritiva)

s Bandeja plastica




Exemplo de translocacao via floema

Padrao de redistribuicao de Glifosato em
corda-de-viola

*

Radioautogramas
mostrando a
concentracao do
produto
radiomarcado nas
raizes e pontos de

: u crescimento

Fosetyl Al € o Unico fungicida com translocacéo via
floema

Ponto de Aplicacao
_




Variabilidade do transporte via xilema
para diferentes moléculas

Strobilurin X56729

Planta Planta
tratada tratada
Imagem com Imagem com
molécula molécula

radiomarcada radiomarcada



Tipos de Redistribuicao de Estrobilurinas

LEAF TIP
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Movimento Translaminar

Translaminar activity of F 500 (Pyraclostrobin)




Limitada Redistribuicdo de Pyraclostrobin em oidio (pepino)

64 ppm

Limited surface systemic activity on cucumber powdery
mildew




Movimento Loco-Sistémico e Translaminar do
Pyraclostrobin

Amistar (Azoxy.) \ Headlme (Pyracl)
IDP @50 ppm IDP @50 ppm

Fungicida aplicado na parte superior (marcado com quadrado) e
inoculado com antracnose na parte inferior da folha de pepino.






Mobilidade de Estrobilurinas em trigo avaliada
com moléculas radiomarcadas

Plantas tratadas Radio-image

A

0 03 1

Azoxystrobin

2 4

7 days

Radio-image

\\\\

0 031

Picoxystrobin

4

Radio-image

Trifloxystrobin
JAIN I B B

003 1 2 4 7 days




Experimento em casa de vegetacao para
detectar atividade de vaporizacao




Metodo de aplicacao
Estudo de caso: “Planter Box” em
arroz irrigado (Asia)
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Planter Box — Ensaio em casa de vegetagao
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Planter Box — Ensaio em casa de vegetacao

XR-593 vs. padroes comerciais
/ - ~




Planter Box — Ensaio em casa de vegetacao

XR-593 vs estrobilurinas
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SEVERITY % AT 41DAAA

XR-593 — Prova de eficacia em campo

JAPAN EFFICACY ON RICE BLAST DIRECT

50

40

30

20

10

SEEDING PROTECTIVE

I o -
L l LE
O I I
o °®
I R E _______ :.1__ _______ R
- = g
50 100 20,9‘\_@@6&9580 400
YR- 593 KRZ7 W|n Genapol Untreated
Beam 2509 150g

Amistar 2509



Entendendo o Modo de Acao dos
Fungicidas

* Requer entendimento das funcoes
bioldgicas e bioguimicas do fungo

Erysiphe graminis Puccinia recondita
Ascomycete Basidiomycete

Plasmopara viticola
Oomycete
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Fotografia eletronica mostrando a germinacao de esporos de
Erysiphe graminis com e sem tratamento de quinoxyfen em
folhas de cevada.



Efeito do Zoxamide na morfologia e na divisao nuclear
em Phytophthora capsici

A. Testemunha (controle)
B. Testemunha (controle) colorida com mithramycin, mostrando um nudcleo multinucleado
C. Zoxamide tratamento com 0.5 ppm. Note o tubo germinativo elongado e “inchado”na ponta

D. Zoxamide tratamento com 0.5 ppm. Cada célula contém um Unico nucleo que apresentou falha na
divisao



Modo de Acao dos Fungicidas

 Fungicidas interferem com processos essenciais da célula

 Fungicidas geralmente interferem com proteinas (enzimas,
estruturais, reguladoras)
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MitocOndria
(producao de energia)

(biossintese) Divisédo nuclear



Biossintese do Ergosterol
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Inibidores do Complex Il
- Q, Site

Atividade de amplo espectro (varias classes de fungos)

Azoxystrobin Picoxystrobin Trifloxystrobin Kresoxim-methyl
(Syngenta, 1997) (Syngenta, 2002) (Bayer, 1999) (BASF,1997)

NZ N N
© |
CN Lo 0o U/o O
(@] O
0 0 . .
o~ /@ Famoxadone Dimoxystrobin
@ wN_N (DuPont, 1998) Sy (BASF 2003)
0 (0]
(0]

NN _
< J;] Pyraclostrobin @O _ 5 Fluoxastrobin
@ \j (BASF, 2002) )\FAO\ 6 (Bayer, 2003)




Fatores gue influenciam o
descobrimento e a introducao de
novas moléculas




Fatores que influenciam o
descobrimento e aintroducao de
ﬂ% novas moléculas

« Mudancas na industria agroquimica
 Inovacoes tecnologicas e seus desafios

* Globalizacao e formadores de opiniao
publica




Mudancas na Industria Agroquimica:
Consolidacao da Industria

« Em 1985...

— 15 empresas multinacionais com
programas de desenvolvimento de novos
fungicidas

— Cada empresa precisava descobrir
fungicidas para suprir deficiéncias no seu
portfolio



Mudancas na Industria Agroquimica:
Consolidacao da Industria

« Em 2006...

— 5 empresas multinacionais com programas
de desenvolvimento de fungicidas

— Poucas deficiéncias no portfolio

— Programas de pesquisa extremamente
especificos

www.shutterstock.com - 2329348


http://www.shutterstock.com/subscribe.mhtml

Consolidacao da Industria Agroquimica
1960

12) " 1980
( ."’o...... (~33)
e, ce, . 2006
Allied Chem "'--..-..., (8)
AmCy Morton 2016
BASF  Norwich Abbott S)
Murphy Oil AmCy e, ( )
BAYER . . ®ee, °
Boots Olin Math BASF Mobile Tt
Ciba Pennwalt BAYER Monsanto ....oooo.
Diamang  Phillips Petro BCF NOR-AM BASF ew
DOW Rhone Celamerck (Schering) BAYER
DuPont Poulanc Chevron Rhone Poulanc Dow AgroSciences BASF
u Rohm & Haas Ciba-Geigy  Rohm & Haas DuPont BAYER Monsanto
E. Merck Sandoz DOW Sandoz EMC Dow DuPont
ESSO Sauffer Duphar Sauffer FMC
Fisons  schering DuPont Shell Int’ SIS Svnaenta
FMC Shell Intl Elanco Shell US Syngenta ynge
Geigy Shell US FmC Union Carbide Uniroyal
Gulf Spencer Gulf Uniroyal
Hercules Chem. Hoescht Upjohn
Hoescht Standard Oil Hoffman Velsicol
Hoffman Sterling LaRoche Zoecon
LaRoche Union ICI
Holglrer . Parbidleo_l Maag Consolidacao de cias
niversal Ol imi
Merck Velsicol ag roq_u micas
MGK  Wyandotte Americanas e
Monsanto Européias



Mudancas na Industria Agroquimica:
Fungicidas Genericos

« Desenvolvimento de novos produtos - requer
massivos investimentos em programas de pesquisa (P&D)

* Verba para investimentos em P&D se origina da venda e
margem de lucro dos produtos comerciais

« Porem... baixas margens reduzem verbas disponiveis
para P&D

* Novos fungicidas precisam exceder relacao
custo/beneficio estabelecido pelos produtos existentes no
mercado
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GGenéricos

“Market Share” de cias de Genéricos no mercado global
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Mudancas na Industria Agroguimica:
Analise de custo de P&D

Aumento do custo de descobrimento e desenvolvimento
de novas moléculas:

— US$ 80 - 180 milhdes por fungicida
— Processo de desenvolvimento = 8 a 10 anos
— Alta probabilidade de fracasso

— Potencial e tamanho do mercado determinam a
priorizacao de projetos



Inovacoes tecnoldgicas e seus desafios:
Biotecnologia

e Sasesesot Tasties {‘ Q\
Influéncia da biotecnologia em fungicidas é bem
menor do que nas areas de herbicidas e inseticidas:

— O desenvolvimento de variedades resistentes
esta disponivel ha muitos anos

— Maioria das culturas

e Qutras caracteristicas agronémicas sao mais
Importantes do que a resisténcia a doencas

e agricultores necessitam controlar muitas
doencas

— O custo-beneficio nao sera efetivo em culturas
perenes
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Biotecnologia — “Crop protection Traits”

Mercado Global — desenvolvimento a partir de 1995

Area — milhdes de acres

Herculex | Maize
Corn Rootworm Maize

250.0 - Bollgard Il Cotton
RR/YieldGard Maize Widestrike Cotton
200.0 - RR Maize
Herculex RW
RR Cotton Herculex XTRA
| YieldGard Maize
150.0 RR/Bollgard Cotton
LL Canola
RR Canola
100.0 -~ RR Soybean
Bollgard Cotton
50.0 41 IMI Maize
STS Soybean
OO T T T T T T T T I I !

1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005F
Source: Adapted from Phillips McDougall, 2005
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InovacoOes tecnoldgicas e seus desafios:
| | Resisténcia a fungicidas

« Sitio de acao especifico = maior probabilidade de
resisténcia

 Oidios, mildios e ferrugens sao particularmente
propensos a desenvolver resisténcia a fungicidas

« Novos fungicidas com modo de acao diferenciado
serao necessarios para manejar resisténcia




InovacoOes tecnoldgicas: exemplo dos inseticidas

Use Rate (kg/ha)
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Globalizacéo e formadores de opiniao publica:
O desafio criado pelos sistemas de

®

vl

Regulamentacao

EE Ministéerio da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento

Agriculture and Agriculture at

Agri-Food Canada  Agroalimentaire Canada m .’ffﬁ }\ I;E';,
MINISTRY OF AGRICULTURE, P. R. CHINA

SEPA

"...to protect human health and to safeguard the natural environment...”

United States
Environmental Protection Agency

* European

LA

M A

_—l:f

AN FS

Commission
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Globalizacéo e formadores de opiniao publica:
O desafio criado pelos sistemas de
Regulamentacao

« Falta de harmonizacao entre os sistemas de
regulamentacéo (EPA, JMPR, EU e Mercosul) aumenta
significativamente os custos de desenvolvimento de novos
fungicidas

* Processo de registro longo e custoso representa barreira
para inovacoes tecnologicas (ex. novas formulacoes)

« Custos elevados limitam desenvolvimento e introducao de
produtos com perfil toxicologico e ambiental mais favoravel

P




Globalizacéo e formadores de opiniao publica:
O desafio criado pelos sistemas de Regulamentacao

<~ European, oo

Commission .

 Re-registro de moléculas na Europa (Directive 91/414)

— 126 ingredientes ativos cancelados
— US$ 560 milhdées de vendas na Europa e US$ 2,8 bilhdes de

vendas globais
— Oportunidade para modernizacao

ﬂ’EPA United States
A\ : x
\ Environmental Protection Agency

"...1o protect human health and to safeguard the natural environment...”

 Novas regulamentacdes (EPA - reduced risk pesticide) que
favorecem produtos com menor risco ao ambiente e usuario -
oportunidade para atender varios setores da sociedade



Globalizacao e formadores de opinidao publica:
Grupos de interesse

* Organizacoes nao-governamentais (ONGs): tendéncias
Impactam direta ou indiretamente nas decisdes sobre
protecao de plantas

* ONGs incluem processadores de alimentos,
supermercados, associacao de exportadores,
consumidores, controle alternativo

 Objetivos: producéo integrada
— reducao de residuos
— reducéo de micotoxinas
— manejo integrado de doencas

- Novos fungicidas com estas caracteristicas atenderao
expectativas de ONGs



< ~Atributos importantes para novos
» fungicidas a serem descobertos

155551

 Eficacia superior (sistémico, curativo, etc.)

* Novo modo de acdo/ Manejo de resisténcia

e Seguro para a cultura

« Amplo espectro

» Dose reduzida

« Baixo impacto sobre insetos benéficos/MIP

« Residuo baixo ou inexistente na cultura aplicada
« Rapida dissipacdo no ambiente

« Baixa toxicidade

« Seguro para o aplicador
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Quais sao as perspectivas para novos
fungicidas?

Oportunidades existem e elas serao direcionadas por:
— Alteracoes nos sistemas de regulamentacao
— Continuo desenvolvimento de resisténcia a fungicidas
— Necessidades nao atendidas de controle de doencas

— Grupos de interesse - novas tendéncias




~ Quals sao as perspectivas para novos
N

@{ — fungicidas?
M ‘

A
T

Novos fungicidas continuarao sendo desenvolvidos,
porém...

— Custos de descobrimento e desenvolvimento
serao cada vez mais impeditivos

— Reduzido niumero de novas moléculas
— Alto custo de P&D
— Barreiras técnicas a serem superadas







